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POVZETEK 
 
Ne samo izločene zdravilne učinkovine, temveč tudi njihovi metaboliti lahko predstavljajo 
tveganje za okolje, saj lahko s svojo ohranjeno farmakološko aktivnostjo negativno vplivajo 
na zdravje ljudi in drugih izpostavljenih organizmov. Zato je bil cilj magistrske naloge 
razviti hitro in visoko občutljivo metodo za merjenje vsebnosti izbranih metabolitov 
zdravilnih učinkovin, pogosto prisotnih v slovenskih odpadnih vodah.  
Vzorce odpadnih vod smo pripravili z metodo ekstrakcije na trdnem nosilcu s pol-
avtomatskim sistemom SPE-DEX in jih analizirali z LC-MS/MS. Koncentracije analitov 
smo izračunali s pomočjo metode standardnega dodatka, s katero smo hkrati odpravili vpliv 
ozadja na točnost kvantifikacije. Metodo smo uspešno optimizirali in ovrednotili glede 
točnosti, ponovljivosti, delovnega območja, meje določitve, izkoristka in vpliva ozadja. 
Potrdili smo njeno zanesljivost in visoko občutljivost ob sočasni analizi 26 analitov (11 
zdravilnih učinkovin iz več terapevtskih skupin in 15 njihovih metabolitov), ki smo jih 
izbrali na podlagi pregleda literature in predhodnih analiz. Metodo smo uporabili na 
dvanajstih realnih vzorcih odpadnih vod (treh vtočnih in devetih iztočnih), vzorčenih v 
devetih komunalnih čistilnih napravah iz več slovenskih regij. Od skupno 26 analitov smo 
jih 12 zaznali v vseh vzorcih. Če upoštevamo samo metabolite, smo jih 60 % zaznali v vseh 
vzorcih, 80 % pa vsaj v enem vzorcu. V največjih povprečnih koncentracijah smo v vtočnih 
in iztočnih vzorcih izmerili kofein (4,1 in 4,6 µg/L), 1,7-dimetilksantin (3,6 in 2,7 µg/L) in 
salicilno kislino (1,1 in 1,7 µg/L). Karbamazepin smo izmerili v vseh vzorcih, in sicer v 
povprečni koncentraciji 165,9 ng/L v vtočnih in 142,2 ng/L v iztočnih vzorcih. Diazepama, 
fluoksetina, norfluoksetina, paliperidona in endoksifena nismo zaznali v nobenem vzorcu. 
Na splošno so bile izmerjene koncentracije manjše ali primerljive z navedenimi v podobnih 
študijah po svetu. Za čistilne naprave, iz katerih smo dobili tako vtočni kot iztočni vzorec, 
smo ocenili učinkovitost odstranjevanja analitov. Koncentracije v iztočnih vzorcih so se v 
primerjavi z vtočnimi zmanjšale, razen pri diklofenaku in karbamazepinu, za katera smo 
ugotovili slabo ali celo negativno učinkovitost odstranjevanja.  
Predvidevamo, da izmerjene koncentracije v iztočnih vzorcih ne predstavljajo neposrednega 
tveganja za človeka, vseeno pa moramo v bodoče ekotoksikološke študije vključiti tudi 
metabolite, zlasti tiste z ohranjeno farmakološko aktivnostjo, zaradi njihovega vpliva na 
vodne organizme. 
Ključne besede: metaboliti, odpadne vode, ekstrakcija na trdnem nosilcu, LC-MS/MS 
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ABSTRACT 
Not only eliminated pharmaceuticals, but also their metabolites may pose a risk to the 
environment because of their preserved pharmacological activity which may adversely affect 
the human health and other exposed organisms. Therefore, the aim of this Master's thesis 
was to develop a rapid and highly sensitive method for quantification of drugs' metabolites 
frequently found in Slovenian wastewaters.  
Wastewater samples were prepared with solid-phase extraction method using a semi-
automated system SPE-DEX and analysed by LC-MS/MS. Analyte concentrations were 
calculated using the standard addition method, which also eliminated the influence of matrix 
effect on the accuracy of quantification. The method was successfully optimised and 
validated in terms of accuracy, precision, working range, limit of quantification, recovery 
and matrix effect. We confirmed its reliability and high sensitivity for the simultaneous 
analysis of 26 analytes (11 pharmaceuticals from multiple therapeutic groups and 15 of their 
metabolites), which were selected based on a literature review and preliminary analyses. The 
method was applied to twelve real wastewater samples (three influent and nine effluent) that 
were collected from nine municipal wastewater treatment plants from several Slovenian 
regions. Out of the total 26 analytes, 12 were detected in all samples. Considering only 
metabolites, 60 % were detected in all samples and 80 % in at least one sample. The highest 
average concentrations in influent and effluent samples were measured for caffeine (4.1 and 
4.6 µg/L), 1,7-dimethylxanthine (3.6 and 2.7 µg/L) and salicylic acid (1.1 and 1.7 µg/L), 
respectively. Carbamazepine was measured in all samples in average concentrations of 165.9 
ng/L in influent and 142.2 ng/L in effluent samples, respectively. Diazepam, fluoxetine, 
norfluoxetine, paliperidone and endoxifen were not detected in any sample. In general, the 
measured concentrations were lower or comparable to those reported in similar studies 
worldwide. For the wastewater treatment plants from which both influent and effluent 
samples were collected, the removal efficiencies of the analytes were evaluated. 
Concentrations in effluents decreased compared to influents, except for diclofenac and 
carbamazepine, which were found to have low or even negative removal efficiencies.  
In conclusion, the measured concentrations in effluents presumably do not pose a direct risk 
to humans. However, the metabolites, especially those with preserved pharmacological 
activity, should be included in future ecotoxicological studies due to their impact on aquatic 
organisms. 
Key words: metabolites, wastewater, solid-phase extraction, LC-MS/MS 
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SEZNAM OKRAJŠAV  
 
2-PrOH – 2-propanol 
ACN – acetonitril 
BAF – faktor bioakumulacije (ang. bioaccumulation factor) 
BCF – faktor biokoncentracije (ang. bioconcentration factor) 
ČN – čistilna naprava 
EC50 – koncentracija snovi, pri kateri se pri 50 % izpostavljenih organizmov izrazi toksični 
učinek 
EU – Evropska Unija 
f – faktor prilagoditve koncentracij 
IS – interni standard 
LC-MS/MS – tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (ang. 
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry) 
LOQ – meja določitve (ang. limit of quantification) 
MDP – meddnevna ponovljivost 
ME – vpliv ozadja oz. matriks efekt (ang. matrix effect) 
MRM – multirezidualna analiza (ang. multiple reaction monitoring) 
nd – analit ni bil zaznan (ang. not detected) 
nm – nemerljivo 
PORM – primarna osnovna raztopina metabolitov 
RSD – relativni standardni odklon (ang. relative standard deviation) 
SORM – sekundarna osnovna raztopina metabolitov 
SPE – ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. solid phase extraction) 
SPE-DEX – pol-avtomatizirani SPE 
SSRI – selektivni zaviralci privzema serotonina (ang. selective serotonin reuptake 
inhibitors) 
TORM – terciarna osnovna raztopina metabolitov 
VB – Velika Britanija 
ZDA – Združene države Amerike 
ZU – zdravilna učinkovina  
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1   UVOD 
1.1   Metabolizem zdravilnih učinkovin 
 
Zdravilne učinkovine (ZU) so snovi brez kakršnekoli hranilne vrednosti, ki so našemu telesu 
tuje, zato si jih organizem prizadeva čim hitreje izločiti iz telesa. Metabolizem predstavlja 
najpomembnejšo pot izločanja, saj se približno 75 % ZU izloči z njegovo pomočjo, medtem 
ko se jih le približno 25 % izloči v nespremenjeni obliki z urinom, blatom ali žolčem. 
Poznamo več različnih metabolnih reakcij, ki jih ločimo na reakcije I. faze in reakcije II. 
faze, kot prikazuje Slika 1. Vrsta reakcije je odvisna od vezave ZU na različne encime (1, 2). 
 
Slika 1: Shematski prikaz metabolizma ZU. Povzeto po (3). 
 
Reakcije I. faze potekajo večinoma z monooksigenaznimi encimi citokrom P450, pri čemer 
so glavne reakcije oksidacija, redukcija in hidroliza učinkovin. Pri reakcijah I. faze ZU 
najpogosteje pretvorimo v manj aktivno in bolj hidrofilno obliko, pri čemer težje prehaja 
biološke membrane, se težje reabsorbira v ledvicah in se posledično lažje izloči z urinom. 
Pri reakcijah II. faze pa se na račun konjugacije, največkrat z glukuronsko kislino, še poveča 
hidrofilnost metabolitov in hkrati zmanjša njihova aktivnost. Večinoma sledijo reakcijam I. 
faze, lahko pa potekajo tudi ekskluzivno ali vzporedno (1, 2). 
Predsistemski metabolizem, ki mu pravimo tudi učinek prvega prehoda, poteka v jetrih in 
sluznici tankega črevesja, preden ZU doseže centralni krvni obtok. Sistemski metabolizem 
pa se začne takoj, ko se ZU pojavi v centralnem krvnem obtoku in poteka večinoma v jetrih. 
V primeru predzdravil, ki so sama po sebi šibko ali popolnoma neaktivna, z metabolizmom 
pride do nastanka aktivnih metabolitov in aktivacije učinka. Veliko metabolitov ohrani 
farmakološko aktivnost ZU, zato je ključno, da tudi za metabolite, zlasti aktivne, poznamo 
njihovo farmakodinamiko in toksikologijo (1).  
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1.1.1   Predstavitev in metabolizem izbranih zdravilnih učinkovin 
 
V študijo smo želeli vključili metabolite za katere smo iz pregleda literature in ob izvedbi 
predhodnih analiz predvidevali, da se v merljivih koncentracijah pojavljajo v slovenskih 
odpadnih vodah. Osredotočili smo se zlasti na metabolite z ohranjeno farmakološko 
aktivnostjo in tiste, ki glede na literaturo, izkazujejo toksične učinke na okolje. Nabor smo 
oklestili ob upoštevanju cene in dostopnosti njihovih standardov. Če je bilo le možno, smo 
vključili tako ZU kot njen metabolit. Potek izbire analitov smo podrobneje opisali v 
poglavju 4.1. Na koncu smo izbrali naslednje analite: diazepam, nordiazepam, oksazepam, 
diklofenak, 4'-hidroksidiklofenak, enalapril, enalaprilat, fluoksetin, norfluoksetin, 
karbamazepin, likarbazepin, kofein, 1,7-dimetilksantin, ramipril, ramiprilat, risperidon, 
paliperidon, sulfapiridin, N4-acetilsulfapiridin, tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen, 
endoksifen, verapamil, norverapamil, salicilno kislino in N4-acetilsulfametoksazol. 
Okskarbazepin, sulfametoksazol in acetilsalicilno kislino smo omenili v tem poglavju in v 
Preglednici I v poglavju 1.2.4, čeprav jih zaradi nedostopnosti njihovih standardov nismo 
vključili v našo študijo. 
 
Acetilsalicilna kislina in salicilna kislina 
Acetilsalicilna kislina deluje protibolečinsko, protivnetno in protivročinsko. Uporabljamo jo 
za simptomatsko zdravljenje blage do zmerne bolečine in kot preventivo v okviru kroničnega 
zdravljenja različnih bolezni srca in ožilja. Zavira delovanje encima ciklooksigenaze in s tem 
sintezo prostaglandinov. Zavira tudi agregacijo trombocitov in sintezo tromboksana A2. 
Acetilsalicilna kislina se med prehodom skozi črevesno sluznico in v jetrih hitro metabolizira 
v glavni metabolit salicilno kislino. Slednja se skupaj z njenimi metaboliti izloči z urinom  
(31-33). 
 
Diazepam, oksazepam in nordiazepam 
Diazepam in oksazepam sta anksiolitika iz skupine benzodiazepinov, ki ju že več kot 50 let 
uporabljamo za zdravljenje anksioznih motenj, nespečnosti in za kratkotrajno lajšanje 
simptomov tesnobe, delujeta pa tudi kot centralna mišična relaksanta in antikonvulziva. 
Oksazepam je metabolit diazepama in nekaterih drugih benzodiazepinov, hkrati pa je tudi 
samostojna ZU (13-15). Metabolizem diazepama poteka v jetrih s pomočjo encimov 
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citokrom P450 (CYP3A4 in 2C19). Diazepam se najprej pretvori v farmakološko aktivna 
metabolita nordiazepam in temazepam, slednja pa nadalje do oksazepama. Temazepam in 
oksazepam se v veliki meri glukuronidirata in izločita z urinom. (15, 16). 
 
Diklofenak in 4'-hidroksidiklofenak 
Diklofenak je nesteroidni antirevmatik, ki deluje protibolečinsko, protivnetno in 
protivročinsko. Uporabljamo ga za zdravljenje vseh oblik revmatskih bolezni in lajšanje 
različnih bolečin. Zavira delovanje encima ciklooksigenaze in s tem sintezo prostaglandinov 
(4, 5). Glavne metabolne poti diklofenaka prikazuje Slika 2. Pri peroralni uporabi se 
praktično ves diklofenak metabolizira v jetrih. Glavni metabolit je 4'-hidroksidiklofenak, ki 
skupaj s svojimi konjugati predstavlja 16 % odmerka. Pomemben je še 5-hidroksidiklofenak, 
z deležem približno 6 %. 4'-hidroksidiklofenak je pri nekaterih živalskih modelih izkazoval 
30 % farmakološke učinkovitosti diklofenaka, medtem ko nekatere druge študije 
ugotavljajo, da je le-ta vsaj 10-krat manjša od diklofenaka. Približno 70 % diklofenaka se 
izloči z urinom v obliki metabolitov. Samo 1 % se ga izloči nespremenjenega, preostali del 
metabolitov pa z žolčem ali blatom (4-8). Diklofenak se pogosto uporablja tudi lokalno, npr. 
v obliki gela. Pri tem se absorbira le 6 % nanešenega diklofenaka, preostali del pa se v veliki 
večini spere s kože neposredno v odpadne vode (6, 9). 
 
 
Slika 2: Glavne metabolne poti diklofenaka. Strukture povzete po (7). 
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Enalapril, enalaprilat, ramipril in ramiprilat 
Enalapril in ramipril sodita v skupino ACE inhibitorjev, ki jih uporabljamo pri zdravljenju 
zvišanega krvnega tlaka, srčnega popuščanja in nekaterih drugih bolezni srca in ožilja. 
Enalapril in ramipril sta predzdravili in se v telesu v veliki večini metabolizirata do 
farmakološko aktivnih enalaprilata in ramiprilata, ki sta močna inhibitorja encima 
angiotenzinska konvertaza in tako posredno povzročita vazodilatacijo. Iz telesa se izločijo 
večinoma z urinom (29, 30). 
 
Fluoksetin in norfluoksetin 
Fluoksetin je antidepresiv in prvi predstavnik iz skupine selektivnih zaviralcev privzema 
serotonina (SSRI; ang. Selective serotonin reuptake inhibitors), ki so prva izbira pri 
zdravljenju depresivnih motenj. Danes se fluoksetin praktično ne uporablja več, saj so ga 
nadomestili novejši in varnejši predstavniki SSRI (escitalopram, sertralin in paroksetin). 
Fluoksetin se v jetrih obsežno metabolizira s pomočjo encimov citokrom P450 (CYP2D6) 
do farmakološko aktivnega norfluoksetina. Iz telesa se izloči večinoma z urinom (približno 
60 %) (22, 23). 
 
Karbamazepin, okskarbazepin in likarbazepin 
Karbamazepin uporabljamo za zdravljenje epileptičnih napadov in nevropatske bolečine ter  
tudi shizofrenije (v kombinaciji z drugimi zdravili) in bipolarne motnje (kot zdravilo drugega 
izbora). Glavni mehanizem antikonvulzivnega delovanja je zaviranje napetostnih natrijevih 
kanalčkov. Okskarbazepin je strukturni keto analog karbamazepina, ki ravno tako deluje 
antikonvulzivno, za kar je odgovoren zlasti njegov farmakološko aktivni metabolit 
likarbazepin. Glavne metabolne poti karbamazepina in okskarbazepina, ki se metabolizirata 
v jetrih, so prikazane na Sliki 3. Glavna metabolita karbamazepina v urinu sta farmakološko 
aktiven karbamazepin-10,11-epoksid in neaktiven karbamazepin-10,11-diol. Slednji 
predstavlja največji delež peroralnega odmerka, približno 30 %, kar je primerljivo s skupnim 
deležem nespremenjenega karbamazepina (28 % v blatu in 1 % v urinu). Delež likarbazepina 
je manjši od 0,1 % (8, 10, 11). Je pa likarbazepin glavni metabolit okskarbazepina, saj 
predstavlja približno 70 % odmerka. Likarbazepin se nadalje konjugira do neaktivnega 
konjugata in oba se v veliki večini izločita z urinom (11, 12). 
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Slika 3: Glavne metabolne poti karbamazepina in okskarbazepina. Strukture povzete po (10). 
 
Kofein in 1,7-dimetilksantin 
Kofein, 1,3,7-trimetilksantin, je šibko bazičen alkaloid, ki je naravno prisoten v semenih, 
listih in plodovih več kot 60 rastlin. Najdemo ga v številnih izdelkih, na primer v kavi, čaju 
in energijskih pijačah. Kofein spodbuja delovanje osrednjega živčevja in presnove, 
zmanjšuje fizično utrujenost in zvišuje koncentracijo. Deluje tudi diuretično. Kofein 
najdemo v številnih zdravilih na in brez recepta, zlasti v zmeseh analgetikov, pa tudi v 
prehranskih dopolnilih (17, 18). Kofein se hitro in obsežno metabolizira v jetrih s pomočjo 
encimov citokrom P450. Glavni metabolit je 1,7-dimetilksantin, imenovan tudi paraksantin, 
ki predstavlja 80 % odmerka. Pomembna sta še teobromin (10 %) in teofilin (5 %). 
1,7-dimetilksantin se lahko nadalje metabolizira do 1-metilksantina, 7-metilksantina, 
1,7-dimetilurne kisline ali 1-metilurne kisline. Vsi se izločijo večinoma z urinom (17). 
 
Risperidon in paliperidon 
Risperidon je antipsihotik, ki ga uporabljamo za zdravljenje shizofrenije in maničnih epizod 
pri bipolarni motnji. Deluje kot selektivni antagonist z veliko afiniteto za serotoninske 
receptorje 5-HT2 in dopaminske receptorje D2. Metabolizira se v jetrih in izloči večinoma z 
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urinom. Glavni metabolit je paliperidon (9-hidroksirisperidon), ki je farmakološko podobno 
učinkovit kot risperidon. Paliperidon se uporablja tudi kot samostojna ZU (34, 35). 
 
Sulfapiridin, N4-acetilsulfapiridin, sulfametoksazol in N4-acetilsulfametoksazol 
Sulfapiridin in sulfametoksazol sta predstavnika antibiotikov iz skupine sulfonamidov, ki jih 
uporabljamo za različne bakterijske okužbe. Oba zavirata sintezo folne kisline v bakterijah 
in tako delujeta bakteriostatično. Približno 40 % odmerka sulfametoksazola se metabolizira 
do glavnega metabolita N4-acetilsulfametoksazola. Enak način metabolizma je znan tudi za 
sulfapiridin z glavnim metabolitom N4-acetilsulfapiridinom. Oba metabolita sta 
farmakološko neaktivna. Iz telesa se izločijo z urinom (26, 27). Sulfapiridin je hkrati tudi 
metabolit sulfasalazina, ki ga uporabljamo za zdravljenje revmatoidnega artritisa (28). 
 
Tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen in endoksifen 
Tamoksifen je selektivni modulator estrogenskih receptorjev, ki ga uporabljamo pri 
zdravljenju na estrogenski receptor pozitivnega raka dojk, ki predstavlja približno 60 do 
70 % vseh rakov dojk. Deluje kot antiestrogen in preprečuje vezavo estrogena na estrogenski 
receptor. Tamoksifen je predzdravilo, saj sta za antiestrogenski učinek odgovorna zlasti 
njegova metabolita 4-hidroksitamoksifen in endoksifen, ki sta 30 do 100-krat bolj učinkovita 
od tamoksifena (19-21). Tamoksifen se metabolizira s pomočjo encimov citokrom P450 do 
4-hidroksitamoksifena in N-dezmetiltamoksifena, slednja pa se lahko nadalje metabolizirata 
do endoksifena. 4-hidroksitamoksifen in endoksifen tvorita tudi konjugate. Vsi encimi v 
metabolni poti tamoksifena so polimorfni, zato je lahko pri posameznikih koncentracija 
endoksifena tudi do 75 % nižja od normalne. Posledično je učinkovitost zdravila pri teh 
ljudeh izrazito manjša. Tamoksifen in njegovi metaboliti se izločijo večinoma z blatom 
(20, 21). 
 
Verapamil in norverapamil 
Verapamil uporabljamo za zdravljenje zvišanega krvnega tlaka, angine pektoris in nekaterih 
drugih bolezni srca in ožilja. Sodi v skupino selektivnih zaviralcev kalcijevih kanalčkov. 
Verapamil se obsežno metabolizira v jetrih. Glavni metabolit je norverapamil, ki ima 20 % 
farmakološke aktivnosti verapamila. Približno 70 % odmerka verapamila se izloči z urinom, 
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večinoma v obliki metabolitov. Nespremenjeni del predstavlja do 4 %. Približno 16 % 
odmerka se izloči z blatom (24, 25). 
 
1.2   Problematika zdravilnih učinkovin in metabolitov v okolju 
 
ZU in njihovi metaboliti po različnih poteh, ki so podrobneje opisane v poglavju 1.2.2, 
vstopajo v okolje, kjer pa njihov poudarek ni več na zdravilnem učinku, temveč je naša 
pozornost usmerjena k njihovi morebitni toksičnosti. ZU so skrbno načrtovane tako, da že v 
zelo nizkih koncentracijah dosežejo željen farmakološki učinek. Posledično lahko v enako 
nizkih koncentracijah negativno vplivajo na organizme v okolju. Raziskovalci so v številnih 
študijah dokazali škodljiv vpliv ZU na različne živalske in rastlinske vrste, že v 
nanomolarnem območju (2-4, 36). Po drugi strani pa je zelo malo teh študij vključevalo tudi 
metabolite. Njihov škodljiv vpliv je še relativno neznan, zato so nadaljnje raziskave nujno 
potrebne. 
Poudariti moramo, da so ZU in metaboliti, ki se izločijo iz telesa, v okolju podvrženi 
številnim procesom, s katerimi nastaja cela vrsta njihovih transformacijskih produktov. 
Večina jih nastane med procesi odstranjevanja nečistot iz odpadnih vod v komunalnih 
čistilnih napravah (ČN), kot sta na primer ozoniranje ali kloriranje (glejte tudi poglavje 
1.2.3). Velik vpliv na razpad snovi ima tudi sončna svetloba. Ko govorimo o škodljivem 
vplivu metabolitov na okolje, se moramo torej zavedati, da so ti le delček v mozaiku 
človeškega obremenjevanja okolja (4, 37). 
 
1.2.1   Poraba zdravil 
 
Poraba zdravil se iz leta v leto povečuje. Pri tem je treba poudariti, da večino zdravil 
porabimo v razvitem svetu. Leta 2005 so ocenili, da se le 20 % svetovne proizvodnje zdravil 
porabi v državah v razvoju, kljub temu, da v teh državah živi kar 80 % svetovnega 
prebivalstva (8). Po podatkih Nacionalnega inštituta za javno zdravje je bilo v Sloveniji v 
letu 2018 izdanih preko 18,1 milijonov receptov za ambulantno predpisana zdravila, kar je 
3,7 % več kot v letu 2015 in kar 24 % več kot v letu 2005 (38). V ZDA je bilo leta 2018 
izdanih 7 % več receptov kot leta 2015 (39). Za celostno sliko bi bilo v prihodnje smiselno 
vzpostaviti tudi sistem spremljanja porabe vseh zdravil brez recepta in bolnišničnih zdravil 
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(38). V Nemčiji so med letoma 2008 in 2011 izvedli raziskavo uporabe zdravil pri odraslem 
prebivalstvu. Kar 40,2 % vprašanih je v obdobju zadnjih sedmih dni uporabilo vsaj eno 
zdravilo brez recepta in kar 45,4 % vsaj eno zdravilo na recept (40). 
 
1.2.2   Poti zdravilnih učinkovin in metabolitov v okolje 
 
ZU in njihovi metaboliti vstopajo v okolje po različnih poteh. Človek jih izloča iz telesa z 
urinom ali blatom. Komunalne odpadne vode se sicer prečistijo v ČN, vendar je 
odstranjevanje nekaterih analitov precej neučinkovito in posledično ti analiti končajo v 
površinskih vodah. Človek je odgovoren tudi za dodatno obremenitev okolja z nepravilnim 
rokovanjem z zdravili, ki jih ne potrebuje več ali jim je pretekel rok uporabe in prepogosto 
končajo v smeteh ali stranišču. Deževnica ostanke teh zdravil s smetišč spira neposredno v 
površinske vode in podtalnico. Velik problem je uporaba zdravil v veterini za zdravljenje 
živali, zlasti živine. Tudi živali zdravila izločajo z urinom ali blatom. Slednje se uporablja 
kot gnojilo v poljedelstvu in se prav tako spira z deževnico v površinske vode in podtalnico. 
Za gnojilo se uporablja tudi aktivno blato iz ČN, ki je prav tako lahko kontaminirano. Med 
pomembnejšimi viri onesnaževanja so še odpadne vode iz bolnišnic in domov za ostarele, 
možen vir pa je tudi farmacevtska industrija. V vse poti onesnaževanja je neposredno ali 
posredno vpleten človek (2, 3, 8, 41). 
 
1.2.3   Odpadne vode in čistilne naprave 
 
Odpadne vode so del vodnega kroga, preko katerega lahko človek ostanke ZU in 
metabolitov, ki jih je izločil iz telesa, ponovno zaužije s pitno vodo. Po obdelavi v ČN se 
komunalne in industrijske odpadne vode navadno izlivajo v površinske vode (reke in jezera) 
ali pronicajo v podtalnico, ki je pogosto vir pitne vode. Zaradi redčenja se koncentracije ZU 
in metabolitov ob tem znatno zmanjšajo (42). Kljub temu moramo, če želimo oceniti 
celostno sliko obremenitve okolja in zlasti vpliv na človeka, koncentracije preveriti v 
celotnem vodnem krogu. 
V ČN potekajo različni mehanski, fizikalno-kemijski in biološki procesi odstranjevanja 
nečistot iz odpadnih vod, ki jih v osnovi ločimo na tri stopnje, to so primarna, sekundarna in 
terciarna. V primarni stopnji z mehanskimi in fizikalno-kemijskimi procesi (posedanje, 
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filtracija, adsorpcija idr.) iz vode odstranimo netopne snovi. V sekundarni stopnji z 
biološkimi procesi, na primer z bakterijami v aktivnem blatu, odstranimo topne organske 
snovi ob prisotnosti kisika. V terciarni stopnji pa z dodatnimi procesi (zajezitve, uporaba 
peščenih filtrov, nitrifikacija, denitrifikacija idr.) odstranimo preostale organske snovi, 
predvsem dušikove in fosforjeve. V zadnjem koraku vodo vedno razkužimo, na primer z UV 
svetlobo, ozoniranjem ali kloriranjem (2, 43). Na učinkovitost odstranjevanja vplivajo tudi 
številni drugi dejavniki, kot so hidravlični zadrževalni čas, temperatura in starost aktivnega 
blata (44). 
 
1.2.4   Izbrane zdravilne učinkovine in metaboliti v odpadnih vodah 
 
Prve študije o ostankih ZU v okolju segajo že v 70. leta prejšnjega stoletja (42). V zadnjih 
15 letih pa je vedno večji poudarek tudi na vključevanju njihovih metabolitov. Pregledali 
smo dosedanje študije, v katerih so merili vsebnost naših izbranih analitov v odpadnih vodah 
in jih zbrali v Preglednici I. V njej smo strnili ključne informacije, to so farmakološka 
aktivnost metabolita, območje izmerjenih koncentracij v vtočnih in iztočnih vzorcih ter 
država in leto vzorčenja. Če v študiji ni bilo navedeno leto vzorčenja, smo navedli leto objave 
študije. Za izbrane ZU smo vključili le meritve iz tistih študij, ki so vključevale tudi meritve 
njihovih metabolitov. Enalaprilata, ramiprilata in acetilsalicilne kisline nismo zasledili v 
nobeni študiji. Acetilsalicilna kislina je nestabilna v vodi, zato je njena kvantifikacija 
otežena (45). 
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Preglednica I: Pregled izmerjenih koncentracij izbranih analitov v odpadnih vodah v dosedanjih študijah. 
Metaboliti so zapisani poševno.  
Analit 
Akt. 
mtb. 
Koncentracija (ng/L) 
Država 
Leto 
vzorčenja 
Vir 
Vtok v ČN Iztok iz ČN 
diazepam  
/ <20,0 Nemčija 2010-12 14 
nd - 1,40 nd - 1,80 Grčija 2012 46 
2,29 - 9,78 <LOQ - 4,00 ZDA 2013 24 
<2,20 - 7,90 2,20 - 3,20 Španija 2014* 13 
6,40 - 18,7 nd - 14,2 ZDA 2017* 34 
nordiazepam da 
0,60 - 3,10 2,60 - 4,70 Grčija 2012 46 
1,68 - 9,73 3,05 - 6,56 ZDA 2013 24 
5,00 - 18,0 9,60 - 9,90 Španija 2014* 13 
nd nd ZDA 2017* 34 
oksazepam da 
/ 80,0 - 160 Nemčija 2010-12 14 
19,7 - 62,7 5,80 - 74,1 Grčija 2012 46 
2,30 - 16,9 4,38 - 14,4 ZDA 2013 24 
22,0 - 82,0 52,0 - 72,0 Španija 2014* 13 
nd nd ZDA 2017* 34 
diklofenak  
/ 1000 - 5100 Nemčija 2007 6 
75,0 - 620 6,20 - 14,0 Španija 2007 47 
/ nd - 234 Norveška 2010* 48 
414 - 1080 189 - 1150 Španija 2014* 37 
2000 - 6300 3000 - 4000 Nemčija 2016 49 
4'-hidroksidiklofenak da x 
/ <59,0 - 1700 Nemčija 2007 6 
110 - 450 40,0 - 240 Španija 2007 47 
/ 1840 - 3030 Norveška 2010* 48 
2300 - 6000 585 - 2610 Španija 2014* 37 
390 - 460 480 - 530 Nemčija 2016 49 
enalapril  
162 - 225 <50,0 Nemčija 2014 50 
66,0 - 214 <50,0 Nemčija 2015 22 
fluoksetin  
9,00 - 26,0 6,60 - 20,0 Kanada 2009-10 51 
/ <10,0 - 76,0 ZDA 2010 52 
<50,0 <50,0 Nemčija 2014 50 
<100 <100 Nemčija 2015 22 
80,9 - 122 40,7 - 80,6 ZDA 2017* 34 
norfluoksetin da 
6,30 - 11,0 5,70 - 10,0 Kanada 2009-10 51 
/ <10,0 ZDA 2010 52 
<50,0 <50,0 Nemčija 2014 50 
<50,0 <50,0 Nemčija 2015 22 
karbamazepin  
235 - 416 112 - 258 Francija 2009* 36 
408 - 3120 397 - 2960 Kanada 2009-10 51 
1500 - 2100 1800 - 2200 Nemčija 2010 10 
440 - 500 500 - 540 Portugalska 2010 10 
/ 38,0 - 1500 ZDA 2010 52 
61,0 - 588 91,3 - 731 ZDA 2013 24 
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893 - 1310 1010 - 1540 Nemčija 2014 50 
815 - 2440 1020 - 2310 Nemčija 2015 22 
1480 - 1520 1480 - 1520 Nemčija 2014* 53 
62,8 - 94,5 92,1 - 123 ZDA 2017* 34 
okskarbazepin  
85,0 - 476 51,0 - 255 Francija 2009* 36 
/ <10,0 - 480 ZDA 2010 52 
27,0 - 59,0 13,0 - 41,0 Nemčija 2014* 53 
221 - 352 398 - 781 Nemčija 2014 50 
181 - 419 343 - 721 Nemčija 2015 22 
likarbazepin da 
nd - 1070 <LOQ - 1170 Francija 2009* 36 
330 - 1040 330 - 760 Nemčija 2010 10 
190 - 340 230 - 310 Portugalska 2010 10 
/ <10,0 - 1900 ZDA 2010 52 
1550 - 1630 1390 - 1470 Nemčija 2014* 53 
1130 - 1680 651 - 965 Nemčija 2014 50 
662 - 1710 823 - 1340 Nemčija 2015 22 
kofein  
5300 - 76600 / Italija 2012 17 
31900 - 97300 359 - 1140 ZDA 2017* 34 
1,7-dimetilksantin da 
6800 - 85700 / Italija 2012 17 
11100 - 19900 193 - 642 ZDA 2017* 34 
ramipril  
92,5 - 120 72,7 - 92,6 Nemčija 2014 50 
68,0 - 155 78,0 - 143 Nemčija 2015 22 
risperidon  
nd - 3,20 0,40 - 1,00 Grčija 2012 46 
nd nd ZDA 2017* 34 
paliperidon da 
0,70 - 11,8 0,40 - 6,60 Grčija 2012 46 
1,10 - 1,70 4,20 - 12,8 ZDA 2017* 34 
sulfametoksazol  
/ <50,0 VB 2003* 54 
17,4 - 665 10,8 - 284 Španija 2009 26 
200 - 321 82,7 - 119 Nemčija 2014 50 
191 - 476 58,0 - 718 Nemčija 2015 22 
N4-acetilsulfametoksazol ne 
/ 690 - 2200 VB 2003* 54 
24,9 - 412 4,63 - 94,6 Španija 2009 26 
sulfapiridin  12,2 - 3270 3,35 - 177 Španija 2009 26 
N4-acetilsulfapiridin ne 1,71 - 244 10,1 - 522 Španija 2009 26 
tamoksifen  
/ <10,0 VB 2003* 54 
nd - 181 102 - 147 Španija 2011-13 19 
4-hidroksitamoksifen da nd nd - 164 Španija 2011-13 19 
endoksifen da nd nd - 91,6 Španija 2011-13 19 
verapamil  1,79 - 42,8 25,3 - 63,2 ZDA 2013 24 
norverapamil da 1,11 - 33,5 1,87 - 39,9 ZDA 2013 24 
salicilna kislina da 
29000 - 874000 nd - 59600 Kanada 1998-99 31 
nd - 11900 nd - 570 Grčija 2013-14 32 
* - leto objave študije (če leto vzorčenja v študiji ni bilo navedeno); 
x - s študijami dokazana toksičnost metabolita (glejte tudi poglavje 1.3); 
/ - brez vzorčenj;  nd - analit ni bil zaznan;  <LOQ - pod mejo določitve 
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1.3   Toksikologija metabolitov zdravilnih učinkovin 
 
Pojavljanje ostankov ZU in njihovih metabolitov v okolju ne predstavlja nevarnosti samo za 
človeka, ampak tudi za vse ostale organizme, njihov razvoj in razmnoževanje. Toksični vpliv 
se lahko pokaže šele čez nekaj generacij, saj subterapevtske koncentracije ZU in metabolitov 
še ne sprožijo farmakološkega učinka, pri čemer se moramo zavedati, da je dolgoročno 
toksičnost težko ovrednotiti (3).  
V vodnem okolju se ne pojavljajo le posamezne ZU, ampak kompleksne zmesi ZU, vključno 
z njihovimi metaboliti in transformacijskimi produkti. Take zmesi imajo lahko drugačno 
delovanje kot vsaka snov posebej. Lahko pride do sinergističnega učinka, kjer se skupni 
učinek potencira in je večji od seštevka posameznih učinkov. Posamezen analit lahko torej 
v kompleksni zmesi že v zelo nizkih koncentracijah, kakršne so praviloma izmerjene za 
ostanke ZU in metabolitov, izkazuje toksične lastnosti (3). To področje je zaenkrat še 
relativno slabo raziskano. V eni izmed redkih študij so ob preučevanju kompleksnih vodnih 
vzorcev ugotovili povečano toksičnost za zmes diklofenaka, sulfametoksazola in njunih 
metabolitov zaradi sinergističnega učinka (4).  
 
1.3.1 Bioakumulacija in biokoncentracija metabolitov zdravilnih 
učinkovin 
 
Ena izmed glavnih skrbi ob sproščanju ZU in metabolitov v okolje je njihov potencial za 
kopičenje v organizmih oz. bioakumulacijo. Bioakumulacija je privzem in zadrževanje snovi 
v tkivu organizma preko vseh možnih poti (s stikom prek kože, dihanjem, zaužitjem) in iz 
vseh možnih virov (voda, zrak, hrana, usedline). Na bioakumulacijo ZU in metabolitov 
vpliva več dejavnikov, npr. fizikalno-kemijske lastnosti in biološka uporabnost ZU oz. 
metabolita ter biotski dejavniki kot so temperatura, pH in pretok v vodnem okolju. 
Biokoncentracija je ožji pojem in pomeni privzem in zadrževanje snovi v tkivu organizma z 
dihanjem, in sicer izključno iz vode v vodnih ali iz zraka v kopenskih ekosistemih (2, 55, 56). 
Potencial za kopičenje določene snovi v organizmu ovrednotimo s faktorjem bioakumulacije 
(BAF) oziroma biokoncentracije (BCF). BAF je razmerje med koncentracijo snovi v tkivu 
organizma in koncentracijo snovi v okolju, kjer upoštevamo vse možne poti privzema. 
Medtem ko pri BCF upoštevamo samo privzem snovi iz vode. Večji kot je BCF, večji je 
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potencial za kopičenje snovi v tkivu organizma. Vendar pa vrednosti niso poenotene in se 
razlikujejo od kontinenta do kontinenta, saj različni regulativni organi predpisujejo različne 
mejne vrednosti. EU predpisuje, da ima ZU z BCF, večjim od 2000, potencial za 
biokoncentriranje. V ZDA, Kanadi, Avstraliji in na Japonskem pa mora biti za to BCF večji 
od 5000 (55, 56). 
Leta 2009 so v ZDA objavili študijo, v kateri so izmerili koncentracijo diazepama v jetrih 
rib (vrsta Pleuronichthys verticalis) v vrednostih od 23 do 110 ng/g mokre mase. Te 
koncentracije diazepama so bile višje od tistih, izmerjenih v površinskih vodah, kar nakazuje 
na potencial diazepama za kopičenje v tkivih rib (57). V drugi študiji, objavljeni leta 2016, 
so preučevali vpliv diazepama in njegovih metabolitov na endokrini sistem rib (vrsta 
Ictalurus punctatus). Izračunani BCF-ji diazepama v tkivih rib so bili precej pod regulativno 
mejo, saj je najvišji BCF za plazmo znašal 146,25. Vseeno pa so dokazali, da kronična 
izpostavljenost koncentracijam diazepama, ki so precej nižje od tistih, izmerjenih v okolju, 
negativno vpliva na endokrini sistem in izražanje genov. V isti študiji so kot prvi merili tudi 
koncentracijo diazepamovih metabolitov nordiazepama, temezepama in oksazepama v 
plazmi, jetrih, mišicah, spolnih žlezah in možganih rib. Koncentracija metabolitov je bila v 
vseh analiziranih tkivih relativno nizka (<1,5 ng/g mokre mase). Največja koncentracija 
metabolitov je bila izmerjena v spolnih žlezah. Nordiazepam in temazepam so odkrili v vseh 
preiskovanih tkivih, medtem ko so oksazepam odkrili le v plazmi, jetrih in spolnih 
žlezah (56). 
Na Finskem so preučevali kopičenje diklofenaka in njegovih metabolitov 
(4'-hidroksidiklofenaka, 5-hidroksidiklofenaka in njihovih glukuronidov) v žolču rib šarenk 
(ameriška postrv Oncorhynchus mykiss), ki so bile 10 dni izpostavljene koncentraciji 
diklofenaka 1,76 µg/L. Skupna izmerjena koncentracija diklofenaka in vseh njegovih 
metabolitov je bila med 570 in 1670 µg/L. Pri tem je bila koncentracija 
4'-hidroksidiklofenaka med 20 in 70 µg/L. Ugotovili so, da se diklofenak in njegovi 
metaboliti ob dolgotrajni izpostavljenosti lahko kopičijo v žolču rib. Izračunani BCF-ji za 
žolč so bili med 320 in 950 (58). 
V ZDA in Kanadi so v več študijah preučevali kopičenje norfluoksetina in 
1,7-dimetilksantina, glavnih metabolitov fluoksetina in kofeina, v tkivih različnih vrst rib. 
Norfluoksetin so izmerili v vseh vrstah rib, in sicer v povprečnih koncentracijah 4,37 ng/g 
mokre mase v mišičnem tkivu (vrsta Lepomis sp.) (59), od 3,20 do 4,00 ng/g mokre mase v 
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fileju s kožo in od 33,0 do 73,0 ng/g mokre mase v jetrih (več različnih vrst rib) (60) ter od 
2,90 do 35,5 ng/mL v žolču (vrsta Pimephales promelas) (61). 1,7-dimetilksantina niso 
zaznali v nobenem tkivu (59, 60). 
 
1.3.2   Toksičnost metabolitov zdravilnih učinkovin 
 
Toksičnost ZU na organizme v okolju so do danes preučevali že v številnih študijah, vendar 
pa so le redke vključevale tudi metabolite teh ZU. Slednji so ravno tako, če ne še bolj 
pomembni, saj imajo lahko večjo farmakološko aktivnost in se lahko pojavljajo v okolju v 
višjih koncentracijah kot same ZU. Toksičnost je lastnost snovi, da lahko v neki 
koncentraciji povzroči toksični učinek na organizem. Najpogosteje jo ovrednotimo z 
vrednostjo EC50, ki predstavlja koncentracijo snovi, pri kateri se pri 50 % izpostavljenih 
organizmov izrazi toksični učinek. EU direktiva 93/67/EEC klasificira snovi glede na 
njihovo vrednost EC50 v 3 razrede, in sicer kot zelo toksične (<1 mg/L), toksične (1-10 mg/L) 
in škodljive (10-100 mg/L) (62).  
Prvi primer toksičnosti ZU, ki je vzbudil pozornost širše javnosti, je bilo skorajšnje izumrtje 
treh vrst jastrebov na indijskem podkontinentu. Jastrebi so se hranili z mrhovino živine, ki 
je bila pred tem zdravljena z diklofenakom. Kasneje so ugotovili, da so jastrebi zelo 
občutljivi že na nizke koncentracije diklofenaka, ki v njih povzroča akutno odpoved ledvic 
(4, 6, 7). EU je z direktivo 2013/39/EU uvrstila diklofenak na seznam prioritetnih snovi, za 
katere je zahtevano spremljanje njihovih koncentracij v okolju (7).  
Hepatotoksičnost diklofenaka in njegovih metabolitov so preučevali v več študijah na 
podganah in človeških celičnih linijah (4, 63, 64). V eni izmed študij so ugotovili, da lahko 
diklofenak in njegovi metaboliti že v terapevtskih koncentracijah zavirajo sintezo adenozin 
trifosfata (ATP) v mitohondrijih jetrnih celic, kar povzroči poškodbe mitohondrijev in 
posledično povečano odmiranje jetrnih celic. Ugotovili so tudi, da v primerjavi z 
diklofenakom, 4'-hidroksidiklofenak bolj zavira sintezo ATP, medtem ko jo 
5-hidroksidiklofenak manj (64).  
V Nemčiji so preučevali ekotoksikološko tveganje metabolitov karbamazepina v odpadnih 
vodah s testom akutne toksičnosti na bakterijah Vibrio fisheri. Rezultati testa nakazujejo na 
večjo toksičnost 2-hidroksikarbamazepina in 3-hidroksikarbamazepina v primerjavi s 
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toksičnostjo karbamazepina. Rezultati za karbamazepin-10,11-diol in likarbazepin pa so 
primerljivi s karbamazepinom (10, 53).  
Za tamoksifen so preverjali akutno in kronično toksičnost na različnih vodnih organizmih in 
ugotovili vrednosti EC50 med 0,40 in 1,5 mg/L za akutno toksičnost ter pod 0,25 mg/L za 
kronično toksičnost. Glede na ugotovljene vrednosti lahko torej tamoksifen po EU direktivi 
uvrstimo med zelo toksične snovi (<1 mg/L). Zaradi večje farmakološke aktivnosti se za 
metabolita tamoksifena, 4-hidroksitamoksifen in endoksifen, predvideva večja toksičnost v 
primerjavi s tamoksifenom. Vendar pa trenutno, z izjemo nekaterih ocen, še vedno nimamo 
s študijami potrjenih vrednosti EC50, zato so nujno potrebne nadaljnje raziskave (19).  
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2   NAMEN DELA 
 
Metaboliti ZU lahko predstavljajo obremenitev okolja, ker lahko s svojo ohranjeno 
farmakološko aktivnostjo, toksičnostjo ali nalaganjem v tkivih vplivajo na zdravje ljudi in 
drugih organizmov. Poraba zdravil iz leta v leto narašča, k čemur prispevajo staranje 
prebivalstva, povečano predpisovanje zdravil in nezdrav način življenja. Hkrati narašča tudi 
ozaveščenost in pomen spremljanja koncentracij ZU in metabolitov v celotnem vodnem 
krogu – od odpadnih vod pa vse do pitnih vod. Naš cilj bo razviti hitro in visoko občutljivo 
metodo za merjenje vsebnosti izbranih metabolitov ZU, pogosto prisotnih v slovenskih 
odpadnih vodah. Z metodo bomo poskusili oceniti obremenitev teh vod. 
Vzorce bomo pripravili z ekstrakcijo na trdnem nosilcu, in sicer s pomočjo predhodno 
razvite in optimizirane pol-avtomatske metode SPE-DEX. Za analizo ekstraktov bomo 
razvili in optimizirali metodo tekočinske kromatografije s tandemsko masno detekcijo 
(LC-MS/MS). V nadaljevanju bomo celotno metodo za merjenje vsebnosti izbranih 
metabolitov ovrednotili. Preverili bomo ponovljivost, linearnost, točnost, izkoristek in vpliv 
ozadja ter ugotovili delovno območje in mejo določitve (LOQ) za posamezen analit. Hkrati 
bomo preverili tudi stabilnost analitov v rekonstituiranem vzorcu.  
Optimizirano in ovrednoteno metodo bomo uporabili na dvanajstih vzorcih odpadnih vod, 
odvzetih na vtokih in iztokih devetih komunalnih čistilnih naprav iz več slovenskih regij in 
tako ugotovili prisotnost ter izmerili koncentracije izbranih analitov. Naše meritve bomo 
poskušali primerjati z ostalimi meritvami v Evropi in po svetu. Za čistilne naprave, iz katerih 
bomo dobili tako vtočni kot iztočni vzorec, bomo ocenili tudi učinkovitost odstranjevanja 
posameznega analita.  
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3   MATERIALI IN METODE  
3.1   Materiali 
3.1.1   Standardi 
 
Zdravilne učinkovine: 
- acetazolamid, acetilsalicilna kislina, alprazolam, amantadinijev klorid, amiloridijev 
klorid, amitriptilinijev klorid, amoksicilin, ampicilin, antipirin, atenolol, azitromicin, 
bezafibrat, bisoprololijev fumarat, bromazepam, bumetanid, cimetidin, 
desipraminijev klorid, diazepam, diklofenak natrijeva sol, donepezilijev klorid 
monohidrat, enalaprilijev maleat, escitalopramijev oksalat, fenitoin, fenoterolijev 
bromid, finasterid, fluoksetinijev klorid, formoterolijev fumarat, furosemid, 
gabapentin, gemfibrozil, glibenklamid, glipizid, griseofulvin, haloperidol, 
hidroklorotiazid, indapamid, irbesartan, kaptopril, karbamazepin, karvedilol, 
ketokonazol, ketoprofen, klomipraminijev klorid, klonazepam, klonidin, 
klorheksidin, klorotiazid, kofein, kvetiapinijev hemifumarat, lansoprazol, 
levamisolijev klorid, loperamidijev klorid, loratidin, lorazepam, metmorfinijev 
klorid, metoklopramidijev klorid, metoprololijev tartrat, nalidiksna kislina, 
naproksen, nifedipin, norfloksacin, ofloksacin, olanzapin, omeprazol, pantoprazol 
natrijeva sol, paracetamol, pravastatin natrijeva sol, pirimidon, probenicid, 
prometazinijev klorid, propifenazon, propranololijev klorid, raloksifenijev klorid, 
ranitidinijev klorid, rifampicin, salbutamolijev hemisulfat, salmeterolijev ksinafoat, 
selegilinijev klorid, sertralinijev klorid, simvastatin, sulfapiridin, tamoksifenijev 
citrat, teofilin, topiramat, toremifenijev citrat, tramadolijev klorid, triklosan, 
trimetoprim, valsartan, venlafaksinijev klorid, verapamilijev klorid, ziprasidonijev 
klorid monohidrat (Sigma-Aldrich, Nemčija)  
- amlodipinijev maleat, atorvastatin kalcijeva sol, etopozid, feksofenadinijev klorid, 
imatinibijev mezilat, lakozamid, lamotrigin, levetiracetam, lizinopril, okskarbazepin, 
ramipril, risperidon, rosuvastatin kalcijeva sol, sildenafilijev citrat, sumatriptanijev 
sukcinat (Sequoia Researcher Products, Združeno kraljestvo)  
- ciprofloksacin (AppliChem GmbH, Nemčija) 
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Metaboliti: 
- 1,7-dimetilksantin, 4'-hidroksidiklofenak, 4-hidroksitamoksifen, enalaprilat, 
endoksifenijev klorid hidrat, klofibrična kislina, N4-acetilsulfametoksazol, 
N4-acetilsulfapiridin, nordiazepam, norfluoksetinijev klorid, norverapamilijev klorid, 
oksazepam, paliperidon, salicilna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- likarbazepin, ramiprilat (Sequoia Researcher Products, Združeno kraljestvo) 
Čistost vseh uporabljenih standardov je bila ≥ 97 %. Podčrtane standarde smo uporabili za 
razvoj in vrednotenje metode za merjenje vsebnosti izbranih metabolitov v odpadnih vodah. 
 
3.1.2   Interni standardi  
 
Za interne standarde (IS) smo uporabili naslednje izotopsko označene spojine:  
- atorvastatin-d5 kalcijeva sol, fluoksetinijev-d5 klorid, [13C6]-diklofenak, 
[13C6]-sertralinijev klorid (AlsaChim, Francija), 
- ciprofloksacinijev-d8 klorid hidrat, diazepam-d5, imatinib-d8, [13C6]-karbamazepin, 
metoprolol-(izopropil-d7) tartratna sol, propranolol-d7 (Sigma-Aldrich, Nemčija). 
 
3.1.3   Reagenti in topila  
 
- 2-propanol Chromasolv® za HPLC 99,9 %, (CH3)2CHOH, M = 60,10 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
- acetonitril Chromasolv® za HPLC ≥ 99,9 %,  CH3CN, M = 41,05 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
- acetonitril Chromasolv® za LC-MS ≥ 99,9 %,  CH3CN, M = 41,05 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
- amonijev acetat za LC-MS ≥ 99,0 %, CH3COONH4, M = 77,08 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
- destilirana voda, UL-Fakulteta za farmacijo 
- diklorometan za HPLC ≥ 99,8 %,  CH2Cl2, M = 84,93 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
- etanol 96 %, C2H5OH, M = 46,07 g/mol (Kefo d.o.o., Slovenija) 
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- kalijev dihidrogenfosfat ≥ 99,5 %, KH2PO4, M = 136,08 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
- klorovodikova kislina - Titrisol® za pripravo 1 M raztopine, HCl, M = 36,46 g/mol, 
(Merck KgaA, Nemčija) 
- metanol Chromasolv® za HPLC ≥ 99,9 %,  CH3OH, M = 32,04 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
- mravljična kislina 98 – 100 %, HCOOH, M = 46,03 g/mol (Merck KgaA, Nemčija) 
- natrijev hidroksid - Titrisol® za pripravo 1 M raztopine, NaOH, M = 40,00 g/mol 
(Merck KgaA, Nemčija) 
- ocetna kislina ≥ 99,5 %, CH3COOH, M = 60,05 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- pufrne raztopine pH = 3,5,7,9 (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- ultra čista Milli-Q® voda, prečiščena s sistemom Milli-Q® Advantage A10 (Millipore 
Corporation, ZDA) 
 
3.1.4   Naprave in pribor  
 
- analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
- centrifuga Centric 322a (Tehtnica, Slovenija) 
- centrifugirke TPP (Techno Plastic Products AG, Švica) 
- elektromagnetno mešalo Rotamix 550 MMH (Tehtnica, Slovenija)  
- hladilnik (LTH, Slovenija) 
- hladilnik z zamrzovalnikom (Gorenje, Slovenija) 
- pH metera MP 220 (Mettler Toledo, Švica) in MA 5750 (Iskra, Slovenija) 
- plastične epice Eppendorf® Safe-Lock 1,5 mL (Eppendorf Research, Nemčija) 
- polavtomatske pipete: 2 – 20 µL, 20 – 200 µL, 100 – 1000 µL, 1 – 10 mL in plastični 
nastavki (Eppendorf Research, Nemčija) 
- sistem Horizon Technology SPE-DEX® 4790 (Horizon Technology, ZDA): 
- diski Atlantic® HLB High in Low retention 
- dušik ≥ 99,9 %, N2, M = 28,01 g/mol (Messer, Slovenija)  
- ekstraktor Horizon Technology SPE-DEX® 4790 
- filtri Atlantic® Fast Flow Sediment Pre-Filters (1 µm in 5 µm) 
- oljna vakuumska črpalka (Gast Manufacturing Inc, ZDA) 
- posode za odpad 
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- programska oprema Envision® Controller   
- stekleni vsebniki 1000 mL z nastavkom (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- viale za eluat 20 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- sistem LC-MS/MS (Agilent Tachnologies, ZDA): 
- Infinity 1290 UHPLC 
- 6460 Triple Quadrupole MS/MS 
- Jet-Stream® ESI ionski izvor  
- kolona Poroshell EC-C18 100 × 3,0 mm, 2,7 μm  
- programska oprema MassHunter Workstation B.07.00 
- sistem za prečiščenje vode Milli-Q® Advantage A10 (Millipore Corporation, ZDA) 
- steklovina: merilne bučke, zamaški, čaše, epruvete, stekleni vsebniki z navojnim 
pokrovom, merilni valji, polnilne pipete, viale, vložki za viale, steklene palčke, liji 
- stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija)  
- tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Švica) 
- TurboVap LV® (Caliper, ZDA) 
- ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra, Slovenija) 
- vakuumsko-filtracijski sistem z vodno črpalko (Sartorius Stedim Biotech GmbH, 
Nemčija) 
- ostalo: plastične pipete, spatule, vzmeti za steklene vložke, zamaški za viale, 
parafilm, magneti, magnetna palčka, škarje, štoparica, zaščitne rokavice 
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3.2   Metode 
3.2.1   Priprava osnovnih raztopin za izbor analitov 
 
Primarna osnovna raztopina (POR)  
Za vsak analit (navedeni v poglavju 3.1.1) smo pripravili standardne raztopine s 
koncentracijo 1 mg/mL, tako da smo natehtali 5 mg posameznega standarda in ga raztopili 
v 5 mL MeOH. Hranili smo jih v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
 
Sekundarna osnovna raztopina (SOR) 
SOR je zmes vseh analitov s koncentracijo 2,5 mg/L. Pripravili smo jo s 400-kratnim 
redčenjem POR posameznega analita v skupno raztopino. V 25 mL bučko smo odpipetirali 
po 62,5 µL POR, pomnoženo s faktorjem prilagoditve koncentracij za vsak analit (42) in 
dopolnili z MeOH do oznake. Hranili smo jo v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
 
Delovna raztopina A (DRA) 
DRA je zmes vseh analitov s koncentracijo 0,5 mg/L. Pripravili smo jo s 5-kratnim 
redčenjem SOR. V 5 mL bučko smo odpipetirali 1 mL SOR in dopolnili z MeOH do oznake. 
Delovno raztopino A smo pripravili vsakodnevno sproti pred analizo. 
 
3.2.2   Priprava osnovnih raztopin za razvoj metode za metabolite 
 
Primarna osnovna raztopina metabolitov (PORM)  
Za vsak izbran analit (podčrtani v poglavju 3.1.1) smo pripravili standardne raztopine s 
koncentracijo 100 mg/L. Natehtali smo 5 mg posameznega standarda, ga raztopili v 5 mL 
MeOH in raztopino 10-krat redčili, tako da smo odpipetirali 0,5 mL v 5 mL bučko in 
dopolnili z MeOH do oznake. Hranili smo jih v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
 
Sekundarna osnovna raztopina metabolitov (SORM) 
SORM je zmes vseh izbranih analitov s koncentracijo 2,5 mg/L. Pripravili smo jo s 
40-kratnim redčenjem PORM posameznega izbranega analita v skupno raztopino, pri čemer 
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smo koncentracijo posameznega analita prilagodili glede na odziv na masnem spektrometru 
s pomočjo faktorja prilagoditve koncentracij (f) (navedeni v Preglednici II). V 25 mL bučko 
smo tako odpipetirali po 625 µL PORM × f za vsak izbran analit in dopolnili z MeOH do 
oznake. Hranili smo jo v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
 
Terciarna osnovna raztopina metabolitov (TORM) 
TORM je zmes vseh izbranih analitov s koncentracijo 0,25 mg/L. Pripravili smo jo z 
10-kratnim redčenjem SORM. V 10 mL bučko smo odpipetirali 1 mL SORM in dopolnili z 
MeOH do oznake. Hranili smo jo v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
V Preglednici II so navedene koncentracije izbranih analitov v osnovnih raztopinah SORM 
in TORM ob upoštevanju faktorja prilagoditve koncentracij (f) za posamezen analit. 
 
Preglednica II: Koncentracije izbranih analitov v SORM in TORM ob upoštevanju f. 
Analit f SORM (mg/L) TORM (mg/L) 
diazepam 0,1 0,25 0,025 
nordiazepam 0,3 0,75 0,075 
oksazepam 1 2,5 0,25 
diklofenak 0,3 0,75 0,075 
4'-hidroksidiklofenak 2 5 0,5 
enalapril 0,05 0,125 0,0125 
enalaprilat 0,15 0,375 0,0375 
fluoksetin 1,5 3,75 0,375 
norfluoksetin 0,25 0,625 0,0625 
karbamazepin 0,2 0,5 0,05 
likarbazepin 0,5 1,25 0,125 
kofein 5 12,5 1,25 
1,7-dimetilksantin 3 7,5 0,75 
ramipril 0,04 0,1 0,01 
ramiprilat 0,4 1 0,1 
risperidon 0,5 1,25 0,125 
paliperidon 0,025 0,0625 0,00625 
sulfapiridin 0,2 0,5 0,05 
N4-acetilsulfapiridin 0,5 1,25 0,125 
tamoksifen 0,01 0,025 0,0025 
4-hidroksitamoksifen 0,1 0,25 0,025 
endoksifen 0,1 0,25 0,025 
verapamil 0,1 0,25 0,025 
norverapamil 0,025 0,0625 0,00625 
salicilna kislina 10 25 2,5 
N4-acetilsulfametoksazol 0,5 1,25 0,125 
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3.2.3   Priprava raztopin standardov 
 
Raztopina internih standardov 
Pripravili smo raztopino desetih izotopsko označenih internih standardov (navedeni v 
poglavju 3.1.2) s koncentracijo 1 mg/mL, tako da smo natehtali 5 mg posameznega internega 
standarda in ga raztopili v 5 mL MeOH. Hranili smo jo v zamrzovalniku pri - 20 °C. 
 
Raztopine standardov za kontrolo sistema SPE-DEX 
Za kontrolo ustreznega delovanja sistema SPE-DEX smo v viale pripravili raztopine 
standardov v koncentracijskem območju od 2 do 20 µg/L iz standardne raztopine s 
koncentracijo 20 µg/L. Slednjo smo pripravili v 5 mL merilni bučki, v katero smo 
odpipetirali 200 µL DRA in dopolnili z rekonstitucijskim topilom do oznake. V Preglednici 
III so navedeni volumni standardne raztopine s koncentracijo 20 µg/L in rekonstitucijskega 
topila za pripravo 1 mL raztopine standardov z ustrezno koncentracijo. V vse viale smo 
zaradi dodatne kontrole dodali tudi enak volumen raztopine IS. Pripravljene standardne 
raztopine smo neposredno analizirali z LC-MS/MS. 
 
Preglednica III: Priprava standardnih raztopin za kontrolo sistema SPE-DEX. 
Koncentracija 
standardov (µg/L) 
Volumen standardne 
raztopine 20 µg/L (µL) 
Volumen 
rekonstitucijskega topila 
(µL) 
Volumen 
raztopine IS 
(µL) 
0 0 1000 24 
2 100 900 24 
5 250 750 24 
10 500 500 24 
20 1000 0 24 
 
Raztopine standardov za vrednotenje metode za merjenje vsebnosti metabolitov 
v odpadnih vodah 
Raztopine standardov za vrednotenje metode za merjenje vsebnosti metabolitov v odpadnih 
vodah smo pripravili iz osnovnih raztopin SORM in TORM. Za namen vrednotenja metode 
smo določili enajst kalibracijskih točk poimenovanih od 1 do 250, pri čemer številka 
posamične točke ne pomeni koncentracije, temveč sorazmernostni faktor koncentracije, kot 
je razvidno v Preglednici IV. Za vsako kalibracijsko točko smo v vialo odpipetirali ustrezen 
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volumen SORM ali TORM in dopolnili z MeOH do 1 mL. Standarde smo neposredno 
analizirali z LC-MS/MS, zato smo jih pripravili v 100-krat večjih koncentracijah kot vzorce 
za vrednotenje metode (navedene v Preglednici IX v poglavju 3.2.10), katere smo med 
procesom ekstrakcije in rekonstitucije 100-krat koncentrirali. Tako smo lahko odzive 
standardov in vzorcev neposredno primerjali v isti kalibracijski točki. Odzive standardov 
smo uporabili pri izračunu izkoristka metode priprave in vpliva ozadja za posamezen analit. 
 
Preglednica IV: Priprava raztopin standardov z volumnom 1 mL za vsako kalibracijsko točko. 
Kalibracijska 
točka 
Koncentracija 
standarda 
(μg/L)* 
SORM (μL) TORM (μL) MeOH (μL) 
250 625 250  750 
150 375 150  850 
100 250 100  900 
75 187,5 75  925 
50 125 50  950 
25 62,5 25  975 
10 25  100 900 
7,5 18,75  75 925 
5 12,5  50 950 
2,5 6,25  25 975 
1 2,5  10 990 
* Koncentracija posameznega analita v standardu je enaka koncentraciji standarda, pomnoženi s faktorjem 
prilagoditve koncentracij za posamezen analit (navedeni v Preglednici II v poglavju 3.2.2). 
 
3.2.4   Priprava fosfatnega pufra 
 
Za pripravo 1 L 50 mM fosfatnega pufra s pH 7 smo natehtali 6,80 g KH2PO4 in ga 
kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučo ter dodali približno 900 mL ultra čiste vode. Bučo 
smo za 5 min postavili v ultrazvočno kadičko, da se je KH2PO4 popolnoma raztopil. 
Pripravljeno raztopino KH2PO4 smo s pH metrom umerili na pH 7,00 ± 0,05 s postopnim 
dodajanjem 1 M NaOH. Manjkajoči volumen do oznake smo dopolnili z ultra čisto vodo. 
 
3.2.5   Priprava topil 
 
Elucijsko topilo: raztopina acetonitrila (ACN), metanola (MeOH) in 2-propanola (2-PrOH) 
v razmerju 2:1:1 (v/v/v). Z bučko smo odmerili ustrezne volumne, jih prenesli v steklen 
vsebnik z zamaškom in premešali. 
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Rekonstitucijsko topilo: raztopina 2 % mravljične kisline (HCOOH) v ACN:MeOH (1:1, 
v/v). V 10 mL merilni bučki smo pripravili 20 % vodno raztopino HCOOH in 2 mL 
odpipetirali v 18 mL raztopine ACN:MeOH (1:1, v/v). 
Topilo za čiščenje sistema SPE-DEX: raztopina acetona, MeOH in ACN v razmerju 1:1:1 
(v/v/v). Z merilnim valjem smo odmerili ustrezne volumne in jih prenesli v steklen vsebnik 
z zamaškom. 
 
3.2.6   Vzorčenje odpadnih vod 
 
Vzorce odpadnih vod smo dobili iz devetih komunalnih čistilnih naprav (ČN) iz več 
slovenskih regij, kot prikazuje Slika 4, v obdobju od aprila do julija 2016. Skupaj smo 
analizirali dvanajst vzorcev, od tega tri vtočne (ČN A, B in C) in devet iztočnih (vse ČN od 
A do H). 
 
 
Slika 4: Lokacije ČN na zemljevidu Slovenije. Iz ČN A, B in C smo dobili vtočni in iztočni vzorec odpadnih 
vod, iz preostalih ČN pa le iztočnega. 
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Vzorčenje so izvedli delavci na ČN. Vtočne vzorce so vzorčili na vtoku v ČN (pred 
čiščenjem odpadnih vod), iztočne vzorce pa na iztoku iz ČN (po čiščenju). Večino vzorcev 
so zbirali časovno proporcionalno 24 ur, tako da so vsake pol ure zajeli določen volumen 
odpadne vode. Pri dveh vzorcih so celoten volumen zajeli naenkrat. Vzorce smo analizirali 
najpozneje v 24 urah po odvzemu, med tem časom pa so bili shranjeni v hladilniku pri 4 °C. 
Podatki o načinu vzorčenja in stopnji čiščenja za vsako ČN so navedeni v Preglednici V. 
 
Preglednica V: Stopnja čiščenja in podrobnosti vzorčenja za posamezno ČN. 
ČN Stopnja čiščenja Način vzorčenja Št. vzorcev Mesec 
A sekundarna 24-urno časovno proporcionalno 
1 x vtok, 
1 x iztok 
julij 
B primarna 24-urno časovno proporcionalno 
1 x vtok, 
1 x iztok 
junij 
C terciarna 24-urno časovno proporcionalno 
1 x vtok, 
1 x iztok 
maj 
Č sekundarna 24-urno časovno proporcionalno 1 x iztok junij 
D terciarna 24-urno časovno proporcionalno 1 x iztok junij 
E terciarna 24-urno časovno proporcionalno 1 x iztok junij 
F terciarna 24-urno časovno proporcionalno 1 x iztok junij 
G terciarna trenutno odvzeto 1 x iztok april 
H sekundarna trenutno odvzeto 1 x iztok maj 
 
Za ČN A, B in C smo ocenili učinkovitost odstranjevanja posameznega analita. To je razlika 
v koncentraciji analita na vtoku in iztoku ČN, izražena v odstotkih. Izračunali smo jo z 
enačbo 1. 
 
 
3.2.7   Ekstrakcija analitov iz odpadnih vod z metodo SPE-DEX 
 
Vzorce smo pripravili z ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE; ang. solid phase extraction). 
Uporabili smo pol-avtomatiziran sistem SPE-DEX, ki nam je omogočal hkratno filtracijo in 
ekstrakcijo vzorcev. Uporabili smo metodo, ki so jo predhodno razvili in optimizirali na 
Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na UL-Fakulteti za farmacijo (42, 65).  
K 250 mL vzorca odpadne vode smo dodali 250 mL 50 mM fosfatnega pufra pH 7, 30 μL 
raztopine internih standardov in ustrezen volumen delovne raztopine A (DRA) (0, 10, 25, 
50, 100 μL). Vzorce smo pripravljali v dveh paralelah. Za filtracijo smo uporabili dva 
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pred-filtra (Atlantic® Fast Flow Sediment Pre-Filters) z velikostjo por 1 µm in 5 µm. Za 
ekstrakcijo smo uporabili disk z uravnoteženo hidrofilno-lipofilno sestavo z visoko 
kapaciteto (Atlantic® HLB High retention) in predhodno optimizirano metodo, ki so jo na 
programski opremi Envision® Controller razvili na že prej omenjeni katedri. Posamezni 
koraki metode so navedeni v Preglednici VI. 
 
Preglednica VI: Koraki ekstrakcijske metode na SPE-DEX sistemu. 
Korak Topilo Čas namakanja (s) Čas sušenja (s) 
predpriprava HLB diska 
metanol 15 0 
metanol 15 15 
ultra čista voda 15 15 
ultra čista voda 10 10 
nanos vzorca 
sušenje / / 210 
spiranje elucijsko topilo 180 60 
 
Za elucijsko topilo smo uporabili raztopino ACN:MeOH:2-PrOH (2:1:1, v/v/v). Eluat smo 
iz stekleničke prenesli v 25 mL merilno bučko in z elucijskim topilom dopolnili do oznake. 
1 mL smo nato prenesli neposredno v vialo in analizirali z LC-MS/MS, po 2 mL pa v devet 
epruvet (vzorec brez DRA) oziroma tri epruvete (vzorci z DRA) in jih posušili s sušilcem 
TurboVap® pri 50 °C z nežnim tokom dušika. Šest epruvet s posušenim vzorcem brez DRA 
smo shranili v zamrzovalniku pri - 80 °C za kasnejšo analizo z metodo za merjenje vsebnosti 
metabolitov. Ostale posušene vzorce smo rekonstituirali z 200 µL rekonstitucijskega topila 
(raztopina 2 % mravljične kisline v ACN:MeOH (1:1, v/v)) in jih 1 min stresali na orbitalnem 
stresalniku Vortex® ter za 15 min postavili v ultrazvočno kadičko. Vseh 200 µL smo prenesli 
v viale (zaradi majhnega volumna smo uporabili vložke za viale), jih z zamaški zaprli in 
analizirali z LC-MS/MS. Med procesom ekstrakcije in rekonstitucije smo vzorec 100-krat 
koncentrirali, kar smo kasneje upoštevali pri izračunu koncentracij izbranih analitov (glejte 
poglavje 3.2.8). 
Po končanih ekstrakcijah posameznega vzorca smo pred-filtre in HLB disk zavrgli. Sistem 
SPE-DEX smo očistili s topilom za čiščenje (raztopina acetona, MeOH in ACN v razmerju 
1:1:1 (v/v/v)). V steklen vsebnik smo nalili 100 mL topila za čiščenje in zagnali predhodno 
optimizirano metodo za čiščenje, ki so jo na programski opremi Envision® Controller razvili 
na že prej omenjeni katedri. 
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3.2.8   Izračun koncentracij analitov z metodo standardnega dodatka 
 
Koncentracije analitov v odpadni vodi smo izračunali s pomočjo metode standardnega 
dodatka. Za to vrsto kalibracije smo se odločili zaradi več razlogov, med katerimi je 
najpomembnejši odprava vpliva ozadja na točnost kvantifikacije. Za izvedbo metode 
potrebujemo enake volumne vzorca. Vsem vzorcem, razen enemu, dodamo naraščajoče 
volumne standardne raztopine z znano koncentracijo (v našem primeru DRA oziroma 
SORM ali TORM) in jih nato po enakem postopku pripravimo za analizo. Nato z analizno 
metodo (v našem primeru z LC-MS/MS) izmerimo odzive analita v posameznih vzorcih in 
jih grafično prikažemo, tako da y-os predstavlja odziv, x-os pa koncentracijo analita v 
vzorcu, kot prikazuje Slika 5. Skozi točke potegnemo premico in jo ekstrapoliramo do 
presečišča na x-osi, kjer velja y = 0. Presečišče na x-osi predstavlja koncentracijo analita v 
vzorcu. Enačbo ekstrapolirane premice zapišemo kot y = kx + n. Ker v presečišču x-osi velja 
y = 0, lahko koncentracijo analita v vzorcu (x) izračunamo z enačbo 2 (66). 
 
 
Ker smo med procesom ekstrakcije in rekonstitucije vzorec 100-krat koncentrirali, smo 
koncentracije, izračunane z enačbo 2, nato delili s 100 in tako dobili dejanske koncentracije 
izbranih analitov v µg/L.  
 
Slika 5: Grafično prikazana metoda standardnega dodatka. 
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3.2.9   Analiza analitov s sistemom LC-MS/MS 
 
Rekonstituirane vzorce, ki smo jih predhodno pripravili s SPE-DEX metodo, smo analizirali 
s sistemom tekočinske kromatografije (Infinity 1290 UHPLC, Agilent Technologies, ZDA), 
sklopljene s tandemsko masno spektrometrijo (6460 Triple Quadrupole MS/MS, Agilent 
Technologies, ZDA) oziroma krajše s sistemom LC-MS/MS. Kromatografsko ločbo z 
gradientno elucijo smo izvedli na reverzno fazni koloni Poroshell EC-C18 100 × 3,0 mm,  
2,7 μm (Agilent Technologies, ZDA) pri temperaturi 50 °C. Na kolono smo injicirali 1 μL 
vzorca. Čas analize posameznega vzorca je bil 8,2 min, igla za injiciranje pa se je po vsakem 
injiciranju sprala s topilom MeOH:H2O (4:1, v/v). Za mobilno fazo smo uporabili zmes topil 
A (0,05 % mravljična kislina v vodi) in B (acetonitril). Deleži topila A v posameznih 
časovnih točkah analize in pretoki so navedeni v Preglednici VII. 
 
Preglednica VII: Spreminjanje sestave mobilne faze in pretoka gradientne elucije v različnih časovnih točkah. 
Čas (min) 0,50 1,0 2,0 3,0 4,8 5,1 5,3 6,5 6,7 6,9 8,2 
Delež topila A (%) 85 85 67 65 60 50 30 5,0 5,0 92 92 
Pretok (mL/min) 0,50 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,50 
 
Za analite z negativno polariteto (diklofenak, 4'-hidroksidiklofenak in salicilno kislino) smo 
poskušali povečati njihov odziv in zato preizkusili še topili C (1 mM amonijev acetat) in D 
(ocetna kislina (≥ 99,5 %) v vodi, pH = 3) kot vodni komponenti mobilne faze. Potek 
gradientne elucije je bil enak opisanemu v Preglednici VII, pri čemer smo topilo A zamenjali 
s topili C ali D.  
Za ionski izvor smo uporabili ionizacijo z razprševanjem v električnem polju (Jet-Stream 
ESI, Agilent Technologies, ZDA) z naslednjimi nastavitvami: temperatura sušilnega plina 
275 °C, pretok plina 10 L/min, nebulizator 45 psi (310 kPa), temperatura plašča 350 °C, 
pretok plina v plašču 11 L/min, napetost na kapilari 4000 V, napetost na šobi 1000 V. 
Za ugotovitev posameznih analitov smo uporabili multirezidualno analizo (MRM; ang. 
multiple reaction monitoring). V Preglednici VIII so za vse analite navedeni retencijski časi 
(tR) in parametri MRM (MRM prehod z resolucijo, kolizijska energija (CE), napetost 
fragmentorja (frag) in polariteta (P)). 
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Preglednica VIII: Retencijski časi in parametri multirezidualne analize za vse spojine. 
Analit tR (min) 
MRM prehod (m/z) 
(resolucija (u))   
CE (eV) frag (V) P 
diazepam 6,136 285,1 (1,2) → 193,0 (1,2) 32 159 + 
nordiazepam 5,271 
271,1 (1,2) → 165,1 (1,2) 
271,1 (1,2) → 140,0 (1,2) 
29 
25 
158 + 
oksazepam 4,512 
287,1 (2,5) → 269,0 (1,2) 
287,1 (2,5) → 241,0 (1,2) 
12 
20 
126 + 
diklofenak 6,360 293,7 (2,5) → 250,1 (2,5) 0 70 - 
4'-hidroksidiklofenak 5,602 309,7 (2,5) → 266,1 (2,5) 0 80 - 
enalapril 3,117 377,2 (1,2) → 234,1 (1,2) 17 81 + 
enalaprilat 2,288 349,2 (2,5) → 206,1 (2,5) 17 81 + 
fluoksetin 4,672 310,1 (1,2) → 148,1 (1,2) 1 100 + 
norfluoksetin 4,420 
296,1 (1,2) → 134,1 (1,2) 
296,1 (1,2) → 30,1 (1,2) 
1 
5 
66 + 
karbamazepin 4,084 237,1 (0,7) → 194,1 (0,7) 13 100 + 
likarbazepin 2,909 
255,1 (1,2) → 237,1 (1,2) 
255,1 (1,2) → 194,1 (1,2) 
5 
17 
78 + 
kofein 1,883 195,1 (0,7) → 138,0 (0,7) 16 101 + 
1,7-dimetilksantin 1,522 181,1 (2,5) → 124,0 (2,5) 20 100 + 
ramipril 3,982 417,2 (1,2) → 234,1 (1,2) 17 80 + 
ramiprilat 2,918 389,2 (2,5) → 156,1 (2,5) 17 110 + 
risperidon 2,864 411,2 (1,2) → 110,0 (1,2) 40 159 + 
paliperidon 2,773 
427,2 (1,2) → 428,3 (1,2) 
427,2 (1,2) → 207,1 (1,2) 
5 
25 
158 + 
sulfapiridin 2,098 
250,1 (2,5) → 156,0 (1,2) 
250,1 (2,5) → 92,1 (1,2) 
13 
29 
66 + 
N4-acetilsulfapiridin 2,220 
292,1 (2,5) → 134,1 (2,5) 
292,1 (2,5) → 65,1 (2,5) 
21 
45 
112 + 
tamoksifen 6,131 372,2 (1,2) → 72,1 (1,2) 21 81 + 
4-hidroksitamoksifen 5,499 
388,2 (1,2) → 389,3 (2,5) 
388,2 (1,2) → 72,1 (1,2) 
1 
25 
158 + 
endoksifen 5,535 
374,2 (1,2) → 375,3 (1,2) 
374,2 (1,2) → 58,2 (1,2) 
1 
21 
66 + 
verapamil 4,305 455,3 (1,2) → 150,1 (1,2) 41 184 + 
norverapamil 4,162 441,0 (2,5) → 165,0 (2,5) 25 135 + 
salicilna kislina 3,059 137,0 (2,5) → 93,0 (2,5) 17 81 - 
N4-acetilsulfametoksazol 3,013 295,8 (2,5) → 134,2 (2,5) 21 100 + 
 
3.2.10   Vrednotenje metode za merjenje metabolitov v odpadnih vodah 
 
Analizno metodo za merjenje metabolitov v odpadni vodi smo ovrednotili z vidika 
kalibracijskega območja, linearnosti, točnosti, občutljivosti oz. meje določitve, 
ponovljivosti, izkoristka in vpliva ozadja, skladno s smernicami Evropske agencije za 
zdravila (67). Preverili smo tudi ponovljivost injiciranja vzorca na kolono sistema 
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LC-MS/MS. V okviru vrednotenja smo preverjali tudi meddnevno ponovljivost, in sicer v 
obdobju treh zaporednih dni.  
Za vrednotenje smo uporabili linearni model kalibracijskih premic (42). Določili smo enajst 
kalibracijskih točk poimenovanih od 1 do 250. Številka posamične točke v tem primeru ne 
pomeni koncentracije, temveč sorazmernostni faktor koncentracije (Preglednica IX). Za 
kalibracijsko točko 1 smo izbrali koncentracijo 25 ng/L. Vzorce ultra čiste vode in fosfatnega 
pufra smo obogatili z naraščajočimi volumni osnovnih raztopin SORM oziroma TORM, kot 
prikazuje Preglednica IX. Vsakemu vzorcu smo dodali tudi enak volumen raztopine IS. 
Vzorce smo pripravljali v dveh paralelah. Postopek ekstrakcije je bil enak opisanemu v 
poglavju 3.2.7. 
 
Preglednica IX: Priprava vzorcev za vrednotenje metode za merjenje metabolitov v odpadni vodi. 
Kalibracijska 
točka 
Koncentracija 
analitov 
(ng/L)* 
Ultra čista 
voda (mL) 
50mM 
fosfatni 
pufer pH 7 
(mL) 
SORM 
(μL) 
TORM 
(μL) 
Raztopina 
IS (μL) 
250 6250 250 250 625  40 
150 3750 250 250 375  40 
100 2500 250 250 250  40 
75 1875 250 250 187,5  40 
50 1250 250 250 125  40 
25 625 250 250 62,5  40 
10 250 250 250 25  40 
7,5 187,5 250 250 18,75  40 
5 125 250 250  125 40 
2,5 62,5 250 250  62,5 40 
1 25 250 250  25 40 
slepi vzorec  250 250    
* Koncentracija analita v kalibracijski točki v primeru, ko je njegov faktor prilagoditve koncentracij enak 1 
(f=1 ima le oksazepam). Koncentracije ostalih analitov v posameznih kalibracijskih točkah so navedene v 
Preglednici X. 
 
 
Spomnimo, da smo zaradi različne odzivnosti masnega detektorja za posamične analite 
morali uvesti faktorje prilagoditve koncentracij (f), ki smo jih navedli v Preglednici II v 
poglavju 3.2.2. Le oksazepam ima f enak 1, ostali analiti pa med 0,01 in 10. Koncentracije 
analitov v posamezni kalibracijski točki so torej enake koncentraciji, navedeni v Preglednici 
IX, pomnoženi s f za posamezen analit. Podali smo jih v Preglednici X. 
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Preglednica X: Koncentracije izbranih analitov v kalibracijskih točkah (v ng/L) ob upoštevanju f. 
Analit 
Koncentracija v kalibracijski točki (ng/L) 
1 2,5 5 7,5 10 25 50 75 100 150 250 
diazepam 2,5 6,25 12,5 18,75 25 62,5 125 187,5 250 375 625 
nordiazepam 7,5 18,75 37,5 56,25 75 187,5 375 562,5 750 1125 1875 
oksazepam 25 62,5 125 187,5 250 625 1250 1875 2500 3750 6250 
diklofenak 7,5 18,75 37,5 56,25 75 187,5 375 562,5 750 1125 1875 
4'-hidroksidiklofenak 50 125 250 375 500 1250 2500 3750 5000 7500 12500 
enalapril 1,25 3,125 6,25 9,375 12,5 31,25 62,5 93,75 125 187,5 312,5 
enalaprilat 3,75 9,375 18,75 28,125 37,5 93,75 187,5 281,25 375 562,5 937,5 
fluoksetin 37,5 93,75 187,5 281,25 375 937,5 1875 2812,5 3750 5625 9375 
norfluoksetin 6,25 15,625 31,25 46,875 62,5 156,25 312,5 468,75 625 937,5 1562,5 
karbamazepin 5 12,5 25 37,5 50 125 250 375 500 750 1250 
likarbazepin 12,5 31,25 62,5 93,75 125 312,5 625 937,5 1250 1875 3125 
kofein 125 312,5 625 937,5 1250 3125 6250 9375 12500 18750 31250 
1,7-dimetilksantin 75 187,5 375 562,5 750 1875 3750 5625 7500 11250 18750 
ramipril 1 2,5 5 7,5 10 25 50 75 100 150 250 
ramiprilat 10 25 50 75 100 250 500 750 1000 1500 2500 
risperidon 12,5 31,25 62,5 93,75 125 312,5 625 937,5 1250 1875 3125 
paliperidon 0,625 1,5625 3,125 4,6875 6,25 15,625 31,25 46,875 62,5 93,75 156,25 
sulfapiridin 5 12,5 25 37,5 50 125 250 375 500 750 1250 
N4-acetilsulfapiridin 12,5 31,25 62,5 93,75 125 312,5 625 937,5 1250 1875 3125 
tamoksifen 0,25 0,625 1,25 1,875 2,5 6,25 12,5 18,75 25 37,5 62,5 
4-hidroksitamoksifen 2,5 6,25 12,5 18,75 25 62,5 125 187,5 250 375 625 
endoksifen 2,5 6,25 12,5 18,75 25 62,5 125 187,5 250 375 625 
verapamil 2,5 6,25 12,5 18,75 25 62,5 125 187,5 250 375 625 
norverapamil 0,625 1,5625 3,125 4,6875 6,25 15,625 31,25 46,875 62,5 93,75 156,25 
salicilna kislina 250 625 1250 1875 2500 6250 12500 18750 25000 37500 62500 
N4-acetilsulfametoksazol 12,5 31,25 62,5 93,75 125 312,5 625 937,5 1250 1875 3125 
 
 
Linearnost 
Linearnost smo ovrednotili s pomočjo determinacijskega koeficienta R2, pri čemer smo za 
neodvisno spremenljivko x vzeli koncentracijo analita, za odvisno spremenljivko y pa odziv 
analita. Za vsak analit smo izračunali tudi naklon (k) in presečišče z y-osjo (n) in tako dobili 
umeritveno premico. 
 
Točnost in meja določitve 
Z umeritveno premico smo izračunali koncentracijo posameznega analita ter jo primerjali s 
pričakovano pravo koncentracijo. Točnost smo ovrednotili kot odklon od pričakovane 
vrednosti, izražen v odstotkih (enačba 3). 
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Koncentracijo analita v najnižji kalibracijski točki, pri kateri je bila vrednost odklona manjša 
od 20 %, hkrati pa je bil odziv vsaj 5-krat večji od odziva v slepem vzorcu ter razmerje 
signal:šum nad 10:1, smo opredelili kot mejo določitve (LOQ; ang. limit of quantification) 
za ta analit. Enako smo koncentracijo analita v najvišji kalibracijski točki, pri kateri je bila 
vrednost odklona manjša od 15 %, opredelili kot zgornjo mejo linearnosti. Koncentracijsko 
območje med obema točkama predstavlja delovno območje za posamezen analit. 
 
Ponovljivost 
Ponovljivost metode smo preverili v kalibracijski točki 25. Izvedli smo šest zaporednih 
ponovitev ekstrakcije. Ponovljivost smo ovrednotili z izračunom relativnega standardnega 
odklona (RSD) odzivov ekstrahiranih analitov v vzorcu (enačba 4). 
 
 
Preverili smo tudi meddnevno ponovljivost (MDP) v kalibracijski točki 25, in sicer v 
obdobju treh zaporednih dni, tako da smo z enačbo 4 izračunali RSD povprečij odzivov teh 
treh dni. 
 
Izkoristek 
Izkoristek metode priprave za posamezen analit predstavlja delež analita v pridobljenem 
vzorcu po pripravi glede na začetno množino analita v obravnavanem volumnu vzorca. 
Standarde smo pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.2.3 (Preglednica IV) tako, da 
so koncentracije analita prilagojene na 100 % izkoristek iz obravnavanega volumna vzorca. 
Izkoristek metode smo izračunali v kalibracijski točki 25 z enačbo 5. 
 
 
 
Vpliv ozadja oz. matriks efekt 
Vpliv ozadja oziroma matriks efekt (ME; ang. matrix effect) smo preverili v kalibracijski 
točki 25 za vtočni in iztočni vzorec iz iste ČN. Izračunali smo ga z enačbo 6.  
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Oba vzorca smo pripravili po enakem postopku. K 250 mL vzorca odpadne vode smo dodali 
250 mL 50 mM fosfatnega pufra pH 7 in pripravljeni vzorec ekstrahirali s SPE-DEX po 
postopku opisanem v poglavju 3.2.7. Eluat smo iz stekleničke prenesli v 25 mL merilno 
bučko in z elucijskim topilom dopolnili do oznake. Po 2 mL smo nato prenesli v šest epruvet, 
jih posušili in rekonstituirali z rekonstitucijskim topilom. V tri epruvete smo dodali 200 µL 
rekonstitucijskega topila, v preostale tri pa 200 µL rekonstitucijskega topila in ustrezen 
volumen SORM za kalibracijsko točko 25. Pripravo vzorcev smo nato dokončali po 
postopku opisanemu v poglavju 3.2.7. Ob izračunu ME z enačbo 6 smo za odziv vzorca 
upoštevali odzive iz prvih treh epruvet, za odziv vzorca z znano koncentracijo pa odzive iz 
preostalih treh epruvet, v katere smo dodali znan volumen SORM. Raztopino standardov za 
kalibracijsko točko 25 smo pripravili po enakem postopku, kot je opisan v poglavju 3.2.3 
(Preglednica IV), le da smo namesto MeOH uporabili rekonstitucijsko topilo. 
 
Ponovljivost injiciranja (LC-MS/MS) 
Ponovljivost injiciranja vzorca na kolono sistema LC-MS/MS smo preverili s šestimi 
zaporednimi injiciranji istega vzorca za kalibracijsko točko 25. Ovrednotili smo jo z 
izračunom RSD po enačbi 4. 
 
3.2.11   Stabilnost analitov 
 
Stabilnost analitov smo preverili v rekonstituiranem vzorcu, tako da smo v razmaku 24 ur 
dvakrat analizirali isti vzorec. Viale smo med tem časom pustili v termostatiranem 
avtomatskem vzorčevalniku sistema LC-MS/MS pod uravnano klimo pri 4 °C. Delež analita, 
ki je bil po 24 urah prisoten v rekonstituiranem vzorcu, smo izračunali z enačbo 7. 
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4   REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1   Izbor analitov 
 
V študijo smo želeli vključili metabolite, za katere smo iz pregleda literature in ob izvedbi 
predhodnih analiz predvidevali, da se v merljivih koncentracijah pojavljajo v slovenskih 
odpadnih vodah. Osredotočili smo se zlasti na tiste z ohranjeno farmakološko aktivnostjo. 
Izbora analitov smo se lotili v več korakih. V prvem koraku smo najprej pregledali obstoječo 
literaturo in pripravili obsežen nabor ZU in njihovih glavnih metabolitov, ki so jih v 
dosedanjih študijah že izmerili v odpadnih vodah. V drugem koraku smo vseh dvanajst 
vzorcev odpadnih vod analizirali s prevzeto metodo za določanje 111 analitov v odpadnih 
vodah. Metodo so predhodno razvili, optimizirali in ovrednotili na Katedri za biofarmacijo 
in farmakokinetiko na UL-Fakulteti za farmacijo (42, 65). Izračunali smo njihove 
koncentracije v vseh dvanajstih vzorcih in jih razdelili v štiri koncentracijska območja glede 
na njihovo povprečno koncentracijo, kot je razvidno v Preglednici XI. Analiti, ki smo jih 
kasneje vključili v metodo za merjenje vsebnosti metabolitov, so označeni odebeljeno. 
Izbrali smo jih iz vseh treh merljivih koncentracijskih območij. 
 
Preglednica XI: Razdelitev 111 analitov v štiri koncentracijska območja glede na njihovo povprečno 
koncentracijo v vseh 12 vzorcih odpadnih vod. Analiti, ki smo jih kasneje vključili v našo metodo merjenja 
metabolitov, so označeni odebeljeno. 
nd <100 ng/L 
acetilsalicilna kislina acetazolamid glibenklamid metoprolol 
amilorid alprazolam glipizid oksazepam 
amoksicilin amantadin haloperidol olanzapin 
ampicilin amitriptilin imatinib pravastatin 
bromazepam amlodipin indapamid prometazin 
bumetanid atenolol karvedilol raloksifen 
donepezil atorvastatin ketokonazol ramipril 
fenitoin bezafibrat ketoprofen risperidon 
griseofulvin cimetidin klonidin salbutamol 
klofibrična kislina desipramin klorheksidin selegilin 
klomipramin diazepam klorotiazid sertralin 
klonazepam etopozid kvetiapin sildenafil 
nalidiksna kislina fenoterol levamisol simvastatin 
probenicid finasterid loperamid sumatriptan 
salmeterol fluoksetin loratadin tamoksifen 
ziprasidon formoterol lorazepam toremifen 
 gemfibrozil metoklopramid verapamil 
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100-1000 ng/L >1 μg/L 
antipirin likarbazepin ranitidin diklofenak 
azitromicin lizinopril rifampicin enalapril 
bisoprolol naproksen rosuvastatin furosemid 
ciprofloksacin nifedipin salicilna kislina gabapentin 
enalaprilat norfloksacin topiramat kofein 
escitalopram ofloksacin triklosan lakozamid 
feksofenadin okskarbazepin trimetoprim levetiracetam 
hidroklorotiazid omeprazol venlafaksin metformin 
irbesartan pantoprazol  paracetamol 
karbamazepin primidon  teofilin 
lamotrigin propifenazon  tramadol 
lansoprazol propranolol  valsartan 
 
V tretjem koraku smo rezultate iz Preglednice XI primerjali z naborom iz literature in 
odstranili nekatere analite, ki jih nismo zaznali v nobenem vzorcu, na primer acetilsalicilno 
in klofibrično kislino. V četrtem koraku smo nabor oklestili ob upoštevanju cene in 
dostopnosti standardov analitov. Če je bilo le možno, smo v metodo vključili tako ZU kot 
njen metabolit. Na koncu smo izbrali naslednje analite: diazepam, nordiazepam, oksazepam, 
diklofenak, 4'-hidroksidiklofenak, enalapril, enalaprilat, fluoksetin, norfluoksetin, 
karbamazepin, likarbazepin, kofein, 1,7-dimetilksantin, ramipril, ramiprilat, risperidon, 
paliperidon, sulfapiridin, N4-acetilsulfapiridin, tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen, 
endoksifen, verapamil, norverapamil, salicilno kislino in N4-acetilsulfametoksazol. Zaradi 
nam nedostopnih standardov v študijo nismo vključili okskarbazepina, sulfametoksazola, 
tramadola in njegovega metabolita O-dezmetiltramadola ter karbamazepin-10,11-diola, 
glavnega metabolita karbamazepina. 
 
4.2   Vrednotenje metode za merjenje metabolitov v odpadnih 
vodah 
 
Vrednotenje metode za merjenje vsebnosti metabolitov v odpadnih vodah smo izvajali po 
postopkih, ki so opisani v poglavju 3.2.10. Rezultate posameznih parametrov vrednotenja 
smo zbrali v Preglednici XII.  
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Preglednica XII: Zbrani rezultati vrednotenja metode za merjenje metabolitov v odpadni vodi. 
Spojina k n 
Delovno območje 
(ng/L) 
R2 
LOQ 
(ng/L) 
Ponovljivost 
(%) 
MDP 
(%) 
Izkoristek 
(%) 
ME vtok 
(%) 
ME iztok 
(%) 
Pon. inj. 
(%) 
diazepam 499,2 198,5 6,3-250,0 0,9969 6,3 14,7 6,7 55,3 107,0 102,5 8,0 
nordiazepam 244,3 -678,5 7,5-750,0 0,9945 7,5 10,2 9,9 86,4 98,3 104,1 5,4 
oksazepam 281,7 -97,9 25,0-6250,0 0,9979 25,0 7,3 9,9 86,8 104,1 110,3 2,5 
diklofenak 497,0 -125,5 18,8-750,0 0,9991 18,8 9,9 13,9 98,2 119,5 65,7 5,2 
4'-hidroksidiklofenak 388,4 9,7 125,0-5000,0 0,9972 125,0 7,5 18,6 96,8 105,7 109,5 3,2 
enalapril 184,3 -178,9 3,1-187,5 0,9992 3,1 13,5 13,0 90,2 123,1 111,5 7,2 
enalaprilat 337,3 -387,3 3,8-281,3 0,9999 3,8 11,9 14,8 52,6 106,9 105,8 2,7 
fluoksetin 1294,8 -1371,2 281,3-3750,0 0,9622 281,3 13,4 4,1 13,2 107,1 102,9 3,9 
norfluoksetin 1756,7 -2781,8 6,3-156,3 0,9993 6,3 13,6 11,5 15,1 106,4 98,7 6,7 
karbamazepin 3378,4 -766,1 5,0-375,0 0,9995 5,0 14,0 14,1 94,5 94,2 107,8 4,6 
likarbazepin 773,2 -200,4 31,3-1250,0 0,9998 31,3 7,6 12,3 89,0 117,9 112,6 4,6 
kofein 135,3 -125,7 937,5-31250,0 0,9988 937,5 14,1 8,5 83,1 93,0 90,1 3,2 
1,7-dimetilksantin 85,7 -81,9 375,0-18750,0 0,9990 375,0 8,0 14,5 80,9 91,6 87,5 2,0 
ramipril 33,3 7,2 2,5-150,0 0,9999 2,5 14,5 19,9 96,0 101,8 126,4 6,4 
ramiprilat 376,6 -1290,9 50,0-2500,0 0,9988 50,0 8,0 17,7 85,7 96,4 87,0 2,4 
risperidon 198,1 -315,7 31,3-1250,0 0,9998 31,3 12,5 9,6 88,2 112,9 100,1 3,8 
paliperidon 59,6 54,1 1,6-62,5 0,9997 1,6 13,1 17,9 84,2 87,5 79,3 6,5 
sulfapiridin 507,6 -157,0 12,5-375,0 0,9989 12,5 13,7 8,8 86,4 62,5 59,6 6,1 
N4-acetilsulfapiridin 181,3 -1203,3 12,5-1250,0 0,9989 12,5 8,3 17,0 86,8 104,5 102,2 3,9 
tamoksifen 517,4 -107,7 1,3-25,0 0,9866 1,3 18,1 6,1 13,6 96,9 89,9 4,2 
4-hidroksitamoksifen 19396,9 -28428,4 1,9-18,8 0,9748 1,9 14,1 23,2 32,7 99,9 93,8 1,2 
endoksifen 481,7 -4176,1 25,0-625,0 0,9859 25,0 14,5 16,4 53,8 95,5 87,7 3,1 
verapamil 1189,4 -1052,1 6,3-187,5 0,9993 6,3 12,5 4,83 53,0 91,1 101,6 2,9 
norverapamil 49,3 146,6 3,1-46,9 0,9946 3,1 13,9 11,7 61,5 130,2 88,7 5,3 
salicilna kislina 81,7 -163,0 625,0-18750,0 0,9997 625,0 11,6 4,5 41,8 105,84 111,4 1,3 
N4-acetilsulfametoksazol 572,2 1009,5 31,3-1250,0 0,9995 31,3 10,7 16,4 91,7 99,6 86,73 2,1 
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Linearnost 
Razpon koncentracij analita, v katerem metoda daje dovolj točne in ponovljive rezultate, 
imenujemo delovno območje. Delovna območja so bila v razponu med 1,3 ng/L in 
31,25 μg/L, odvisno od posameznega analita. Determinacijski koeficienti (R2) v delovnem 
območju so bili za večino analitov večji od 0,99. Manjše vrednosti smo dobili le pri 
fluoksetinu, tamoksifenu, 4-hidroksitamoksifenu in endoksifenu, kar bi bila lahko posledica  
nizkih izkoristkov ekstrakcije teh analitov.  
 
Točnost in meja določitve 
Točnost metode smo ovrednotili v vseh enajstih kalibracijskih točkah s pomočjo enačbe 3, s 
katero smo izračunali odklon izmerjene koncentracije od pričakovane. Koncentracijo analita 
v najnižji kalibracijski točki, pri kateri je bila vrednost odklona manjša od 20 %, hkrati pa je 
bil odziv vsaj 5-krat večji od odziva v slepem vzorcu ter razmerje signal:šum nad 10:1, smo 
opredelili kot mejo določitve (LOQ). Večina analitov je imela LOQ v nizkih koncentracijah 
med 1,3 in 50,0 ng/L. 4'-hidroksidiklofenak, fluoksetin, kofein, 1,7-dimetilksantin in 
salicilna kislina so imeli LOQ bistveno večji (>100 ng/L). 
 
Ponovljivost 
Ponovljivost metode smo preverili na šestih zaporednih ponovitvah ekstrakcije in jo 
ovrednotili z RSD vrednostmi, ki smo jih izračunali z enačbo 4. Za vse izbrane analite, razen 
tamoksifena, smo izračunali RSD vrednosti manjše od 15 %. Za četrtino analitov so bile 
vrednosti manjše od 10 %. RSD tamoksifena je znašal 18,1 %, kar smo ocenili kot še 
sprejemljivo glede na namen raziskave. 
Meddnevno ponovljivost (MDP) smo preverili v obdobju treh zaporednih dni, tako da smo 
z enačbo 4 izračunali RSD vrednosti povprečij odzivov teh treh dni. Za 70 % analitov smo 
izračunali RSD vrednosti pod 15 %. Le 4-hidroksitamoksifen je imel RSD vrednost večjo 
od 20 %, in sicer 23,2 %, kar pa še vedno ustreza smernicam Evropske agencije za zdravila 
(67). 
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Izkoristek 
Izkoristek metode za posamezen analit predstavlja delež analita v ekstrahiranem vzorcu v 
primerjavi s koncentracijo analita v pripravljenem standardu. Izračunali smo ga s pomočjo 
enačbe 5. Večina analitov je imela dober izkoristek, saj smo za 16 analitov izračunali 
izkoristek večji od 80 %, za 5 analitov pa med 50 in 80 %. Po drugi strani je imelo 5 analitov 
izkoristek pod 50 %, to so fluoksetin, norfluoksetin, tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen in 
salicilna kislina.  
 
Vpliv ozadja oz. matriks efekt 
Vzorci odpadne vode so zelo kompleksni vzorci, zato je vpliv ozadja (ME) eden 
pomembnejših parametrov vrednotenja metode za analizo takih vzorcev. Pove nam, za 
koliko se zmanjša ali poveča odziv na masnem detektorju zaradi vpliva snovi, ki so prisotne 
v vzorcu poleg preiskovanih analitov, na učinkovitost ionizacije teh analitov (44). 
Izračunamo ga z enačbo 6 in podamo v odstotkih, pri čemer 100 % pomeni, da ni vpliva. Če 
je vrednost večja od 100 %, dobimo lažno višje rezultate, če pa je vrednost manjša od 100 
%, dobimo lažno nižje rezultate. ME odpravimo z uporabo izotopsko označenih standardov 
analitov, s katerimi lahko izvedemo korekcijo ob računanju koncentracij za vsak posamezen 
analit. Zaradi visoke cene si teh standardov nismo mogli privoščiti. Zato smo uporabili 
metodo standardnega dodatka, s katero smo izvedli kalibracijo v realnih vzorcih in tako 
odpravili ME (42, 44).  
ME smo vseeno informativno preverili na vtočnem in iztočnem vzorcu iz iste ČN. 
Pričakovali smo, da bo vpliv izrazito večji v vtočnem vzorcu, vendar so rezultati med obema 
vzorcema zelo primerljivi. Zaključimo lahko, da je ME za 19 analitov znotraj sprejemljivega 
območja med 85 in 115 %. Pri 6 analitih je eden izmed rezultatov izven tega območja, vendar 
pri nobenem za več kot 15 %. Bolj izrazito supresijo odziva lahko predpostavimo le pri 
sulfapiridinu, za katerega smo v obeh vzorcih izračunali vrednosti okoli 60 %. V primeru, 
da ne bi uporabili metode standardnega dodatka, bi bile torej izmerjene koncentracije 
sulfapiridina v vzorcih odpadnih vod lažno nižje. 
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Ponovljivost injiciranja (LC-MS/MS) 
Ponovljivost injiciranja vzorca na kolono sistema LC-MS/MS smo preverili s šestimi 
zaporednimi injiciranji istega vzorca. Ovrednotili smo jo z izračunom RSD s pomočjo 
enačbe 4. Za 65 % analitov je bil RSD ≤ 5,0 %, za vse analite pa ≤ 8,0 %. 
 
Glede na ugotovljene rezultate lahko zaključimo, da smo uspešno ovrednotili zanesljivo in 
visoko občutljivo metodo za merjenje vsebnosti metabolitov v odpadnih vodah, s katero 
lahko v kratkem času hkrati analiziramo 26 analitov, od tega 15 metabolitov. 
 
4.3   Stabilnost analitov 
 
Stabilnostne študije analitov v vzorcih odpadne vode so izjemnega pomena. Nekateri analiti 
so že sami po sebi nestabilni v vodi. Zaradi kompleksnosti vzorcev odpadne vode pa lahko 
tudi drugi dejavniki vplivajo na morebitni razpad ali transformacijo analita pred analizo. 
Posledično lahko pride do odklona od prave vrednosti in lažno manjših vrednosti. Temu se 
preprosto izognemo s čim hitrejšo ekstrakcijo analitov po odvzemu vzorca odpadne vode. S 
stabilnostnimi študijami lahko ugotovimo najbolj optimalne pogoje za shranjevanje vzorca 
v primerih, ko takojšnja analiza ni možna. V dosedanjih študijah so ugotovili, da znižanje 
temperature in pH-ja medija izboljšata stabilnost večine analitov (13). Hkrati je večina 
analitov bolj ali manj podvržena razpadu zaradi vpliva sončne svetlobe, zato vzorce vedno 
shranjujemo v temi. Mi smo vzorce odpadne vode ekstrahirali najpozneje v 24 urah po 
odvzemu, med tem časom pa smo jih shranjevali v hladilniku pri 4 °C. 
Stabilnost analitov smo preverili v rekonstituiranem vzorcu pri temperaturi 4 °C. Zaradi 
mravljične kisline v rekonstitucijskem topilu, je bil pH medija vzorca kisel. Deleže analitov 
v rekonstituiranem vzorcu po 24 urah smo izračunali z enačbo 7. Povečan razpad, ki bi se 
kazal kot rezultat zunaj sprejemljivega območja med 85 in 115 %, smo opazili le pri salicilni 
kislini (77 %). Stabilnost analitov bi morali preveriti tudi v realnih vzorcih odpadnih vod, 
kjer je zaradi kompleksnosti vzorcev verjetnost razpada večja. Zaradi že tako obsežnega dela 
in dolgotrajnosti stabilnostnih študij, to ni bilo izvedljivo.  
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4.4   Uporaba metode na realnih vzorcih odpadnih vod 
 
Uporabnost optimizirane in ovrednotene metode za merjenje vsebnosti metabolitov v 
odpadnih vodah smo preverili na dvanajstih realnih vzorcih (treh vtočnih in devetih 
iztočnih), ki smo jih dobili iz devetih komunalnih ČN iz več slovenskih regij. Rezultate vseh 
meritev smo zbrali v Preglednici XIII. Izračunali smo tudi prisotnost posameznega analita v 
vtočnih (Pv) in iztočnih vzorcih (Pi), izraženo v odstotkih. Za analite z vsaj eno merljivo 
vrednostjo v vseh dvanajstih vzorcih odpadnih vod smo rezultate grafično predstavili na 
Sliki 6, ki prikazuje njihove povprečne koncentracije s standardnim odklonom, ločeno za 
vtočne in iztočne vzorce. Zaradi širokega koncentracijskega območja smo za boljšo 
preglednost uporabili logaritemsko skalo. 
V vzorcih odpadnih vod smo izmerili koncentracije izbranih ZU in metabolitov v najširšem 
koncentracijskem območju. Od skupno 26 analitov smo jih 12 (46 %) zaznali v vseh vtočnih 
in iztočnih vzorcih, medtem ko jih 5 (19 %) nismo zaznali v nobenem vzorcu, to so 
diazepam, fluoksetin, norfluoksetin, paliperidon in endoksifen. Če upoštevamo samo 
metabolite, smo jih od skupno 15 izbranih, kar 9 (60 %) zaznali v vseh vzorcih, 12 (80 %) 
pa vsaj v enem vzorcu. 
Če upoštevamo samo vtočne vzorce, smo 17 analitov (65 %) zaznali v vseh treh vzorcih, 
medtem ko smo po 1 analit (4 %) zaznali v dveh oziroma samo enem vzorcu, 7 analitov 
(27 %) pa v nobenem vzorcu. Če upoštevamo samo iztočne vzorce, smo 19 analitov (73 %) 
zaznali v vsaj treh vzorcih, 16 analitov (62 %) v vsaj šestih vzorcih in 13 analitov (50 %) v 
vseh devetih vzorcih, medtem ko 5 analitov (19 %) nismo zaznali v nobenem vzorcu. 
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Preglednica XIII: Koncentracije izbranih analitov (v ng/L), izmerjene z uporabo metode za merjenje vsebnosti metabolitov, v vseh vzorcih odpadnih vod. 
Analit 
LOQ 
(ng/L) 
Vtok v ČN 
Pv (%) 
Iztok iz ČN 
Pi (%) 
A B C A B C Č D E F G H 
diazepam 6,3 nd nd nd 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0 
nordiazepam 7,5 nd nd nd 0 nd nd nd nd <LOQ <LOQ nd <LOQ <LOQ 44,4 
oksazepam 25,0 <LOQ nd nd 33,3 nd nd nd <LOQ <LOQ nd <LOQ <LOQ <LOQ 55,6 
diklofenak 18,8 30,7 <LOQ <LOQ 100 <LOQ 58,4 60,4 47,4 104,4 173,6 66,2 70,2 147,3 100 
4'-hidroksidiklofenak 125,0 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 141,1 <LOQ <LOQ <LOQ 100 
enalapril 3,1 143,1 14,3 13,4 100 11,6 nd nd <LOQ <LOQ <LOQ nd nd nd 44,4 
enalaprilat 3,8 19,0 19,6 19,2 100 25,6 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
fluoksetin 281,3 nd nd nd 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0 
norfluoksetin 6,3 nd nd nd 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0 
karbamazepin 5,0 211,0 233,2 53,5 100 88,8 422,8 69,0 34,5 228,2 130,1 202,9 57,5 46,4 100 
likarbazepin 31,3 <LOQ <LOQ nd 66,7 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 108,2 <LOQ <LOQ <LOQ 100 
kofein 937,5 3830,0 4466,0 3900,3 100 4576,3 <LOQ <LOQ nd <LOQ <LOQ nd nd <LOQ 66,7 
1,7-dimetilksantin 375,0 3515,0 4591,6 2834,6 100 3479,7 <LOQ <LOQ 1964,9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
ramipril 2,5 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ nd <LOQ <LOQ <LOQ 3,0 <LOQ <LOQ <LOQ 88,9 
ramiprilat 50,0 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
risperidon 31,3 nd nd nd 0 nd nd nd nd <LOQ <LOQ nd nd nd 22,2 
paliperidon 1,6 nd nd nd 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0 
sulfapiridin 12,5 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 26,1 <LOQ <LOQ <LOQ 37,5 100 
N4-acetilsulfapiridin 12,5 29,5 22,6 28,8 100 31,2 <LOQ <LOQ 14,7 21,6 <LOQ 17,0 <LOQ 20,7 100 
tamoksifen 1,3 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ nd nd nd nd nd nd nd nd 11,1 
4-hidroksitamoksifen 1,9 <LOQ <LOQ <LOQ 100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
endoksifen 25,0 nd nd nd 0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0 
verapamil 6,3 <LOQ <LOQ 6,8 100 <LOQ <LOQ 7,2 <LOQ 7,8 nd <LOQ 11,0 16,4 88,9 
norverapamil 3,1 3,2 <LOQ 3,4 100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 10,8 100 
salicilna kislina 625,0 1071,2 1195,8 <LOQ 100 1661,8 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
N4-acetilsulfametoksazol 31,3 52,6 <LOQ 37,1 100 70,5 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 100 
Pv - prisotnost posameznega analita v treh vtočnih vzorcih, izražena v odstotkih 
Pi - prisotnost posameznega analita v devetih iztočnih vzorcih, izražena v odstotkih 
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Slika 6: Grafični prikaz povprečnih koncentracij analitov z vsaj eno merljivo vrednostjo v vseh 12 vzorcih (3 vtočnih in 9 iztočnih). Zaradi širokega koncentracijskega 
območja smo uporabili logaritemsko skalo.  
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V Preglednici XIV smo zbrali deleže zaznanih analitov in metabolitov ter njihovo 
koncentracijsko območje za posamezne vzorce odpadnih vod. V vtočnih vzorcih smo v 
povprečju zaznali 69,2 % vseh izbranih analitov in 66,7 % izbranih metabolitov. V iztočnih 
vzorcih se je povprečni delež zaznanih analitov zmanjšal na 66,2 %, medtem ko se je samo 
za metabolite povečal na 73,3 %. Največje koncentracije analitov (>1 µg/L) smo izmerili v 
vseh treh vtočnih vzorcih (A, B in C) in dveh iztočnih vzorcih (A in Č). V iztočnih vzorcih 
C in G nobena koncentracija analita ni presegla 100 ng/L, v iztočnih vzorcih B, C in G pa za 
noben metabolit nismo izmerili merljive koncentracije nad LOQ. 
 
Preglednica XIV: Delež zaznanih analitov (ZU in metaboliti), delež zaznanih metabolitov in njihovo 
koncentracijsko območje v posameznem vzorcu odpadne vode. V koncentracijsko območje smo vključili le 
merljive vrednosti nad LOQ.  
ČN 
% zaznanih 
analitov 
(n=26) 
% zaznanih 
metabolitov 
(m=15) 
Koncentracijsko območje 
merljivih analitov 
(ng/L) 
Koncentracijsko območje 
merljivih metabolitov 
(ng/L) 
V
to
k
 A 73,1 73,3 3,2 - 3830,0 3,2 - 3515,0 
B 69,2 66,7 14,3 - 4591,6 19,6 - 4591,6 
C 65,4 60,0 3,4 - 3900,3 3,4 - 2834,6 
Iz
to
k
 
A 69,2 66,7 11,6 - 4576,3 25,6 - 3479,7 
B 57,7 66,7 58,4 - 422,8 / 
C 61,5 66,7 7,2 - 69,0 / 
Č 65,4 73,3 14,7 - 1965,0 14,7 - 1965,0 
D 76,9 80,0 7,8 - 228,2 21,6* 
E 69,2 73,3 3,0 - 173,6 108,2 - 141,1 
F 61,5 73,3 17,0 - 202,9 17,0* 
G 65,4 80,0 11,0 - 70,2 / 
H 69,2 80,0 10,8 - 147,3 10,8 - 20,7 
n - število preiskovanih analitov (ZU in metaboliti);  m - število preiskovanih metabolitov; 
* - le ena merljiva vrednost;  / - v vzorcu ni bilo metabolitov z merljivo vrednostjo 
 
 
V vtočnih vzorcih smo izmerili koncentracije analitov v območju med 3,2 in 4591,6 ng/L. 
Za enalapril, enalaprilat, karbamazepin, kofein, 1,7-dimetilksantin in N4-acetilsulfapiridin 
smo izmerili merljive vrednosti v vseh treh vzorcih. V največjih povprečnih koncentracijah 
so bili ugotovljeni kofein (4,1 µg/L), 1,7-dimetilksantin (3,6 µg/L) in salicilna kislina 
(1,1 µg/L). V iztočnih vzorcih smo izmerili koncentracije analitov v območju med 3,0 in 
4576,3 ng/L. Karbamazepin smo izmerili v vseh devetih vzorcih, diklofenak pa v osmih 
vzorcih. Vse ostale analite smo izmerili v manj kot polovici vzorcev. Tudi tu so bili v 
največjih povprečnih koncentracijah ugotovljeni kofein (4,6 µg/L), 1,7-dimetilksantin 
(2,7 µg/L) in salicilna kislina (1,7 µg/L). 
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Izmerjene koncentracije izbranih analitov smo primerjali z literaturo (glejte tudi poglavje 
1.2.4). Na splošno smo ugotovili, da smo v vzorcih izmerili manjše ali podobne 
koncentracije, kot jih navajajo v literaturi. V dosedanjih študijah so najpogosteje preučevali 
in tudi izmerili metabolite diklofenaka in karbamazepina. Diklofenak smo izmerili le v enem 
vtočnem vzorcu, v koncentraciji 30,7 ng/L, in v osmih iztočnih vzorcih, v povprečni 
koncentraciji 91,0 ng/L. Njegov glavni metabolit 4'-hidroksidiklofenak smo zaznali v vseh 
vzorcih, vendar le v enem iztočnem nad LOQ (125 ng/L), v koncentraciji 141,1 ng/L. 
Karbamazepin smo izmerili v vseh vzorcih, in sicer v povprečni koncentraciji 165,9 ng/L v 
vtočnih in 142,2 ng/L v iztočnih vzorcih. Njegov metabolit likarbazepin smo zaznali v 
skupno enajstih vzorcih, izmerili pa le v enem iztočnem, v koncentraciji 108,2 ng/L. 
Izmerjene vrednosti so manjše od tistih objavljenih v tujini, kjer se vsi štirje analiti pogosto 
pojavljajo v povprečnih koncentracijah nad 500 ng/L in v največjih koncentracijah nad 
1 µg/L (6, 10, 36, 37, 48-50, 52, 53). Likarbazepin je pogosto izmerjen v večjih 
koncentracijah kot karbamazepin, saj je tudi glavni metabolit okskarbazepina, katerega 
poraba iz leta v leto narašča (10, 36).  
Za salicilno kislino, kofein in 1,7-dimetilksantin smo vse koncentracije izmerili v območju 
μg/L. Ob upoštevanju visoke dnevne uporabe acetilsalicilne kisline in kofeina, so bile takšne 
vrednosti pričakovane, a vseeno manjše od ugotovljenih v drugih študijah. Tam so bile, 
predvsem v vtočnih vzorcih, izmerjene koncentracije v območju od deset do nekaj sto μg/L. 
V iztočnih vzorcih pa so bile koncentracije primerljive našim (17, 31, 32, 34). V sorodni 
študiji na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na UL-Fakulteti za farmacijo so merili 
koncentracije kofeina in 1,7-dimetilksantina v celotnem slovenskem vodnem krogu ter oba 
izmerili celo v pitni vodi, in sicer v koncentraciji 14 ng/L za kofein in 4,7 ng/L za 
1,7-dimetilksantin (42).  
Enalapril in enalaprilat smo izmerili v vseh treh vtočnih vzorcih, v povprečni koncentraciji 
56,9 in 19,2 ng/L in le v enem iztočnem vzorcu, v koncentraciji 11,6 in 25,6 ng/L. Ramipril 
smo izmerili le v enem iztočnem vzorcu, v koncentraciji 3,0 ng/L. Ramiprilat smo zaznali v 
vseh vzorcih, vendar v nobenem ni bil nad LOQ (50 ng/L). Tudi tu so izmerjene vrednosti 
manjše v primerjavi z objavljeno literaturo, pri čemer moramo poudariti, da enalaprilata in 
ramiprilata nismo zasledili v nobeni dosedanji študiji (22, 50).  
Sulfapiridin smo zaznali v vseh vzorcih, izmerili pa le v iztoku v povprečni koncentraciji 
31,8 ng/L, medtem ko smo njegov glavni metabolit N4-acetilsulfapiridin izmerili v vseh 
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vtočnih vzorcih in več kot polovici iztočnih vzorcev, v povprečni koncentraciji 27,0 in 
21,1 ng/L. Vrednosti so primerljive z izmerjenimi v literaturi (26). N4-acetilsulfametoksazol, 
glavni metabolit sulfametoksazola, smo prav tako zaznali v vseh vzorcih, izmerili pa v 
povprečni koncentraciji 44,8 ng/L v vtočnih in 70,5 ng/L v iztočnem vzorcu. 
Sulfametoksazola zaradi nedosegljivosti njegovega standarda nismo mogli vključiti v 
študijo, je pa sicer pogosto vključen v drugih študijah, saj izkazuje dobro obstojnost med 
procesi čiščenja v ČN in se slabo odstranjuje iz odpadnih vod (22, 26, 54).  
Verapamil in norverapamil smo zaznali v vseh vzorcih in ju izmerili v zelo nizkih 
koncentracijah, ki so primerljive z literaturo (24). Povprečna koncentracija na vtoku je bila 
6,8 in 3,3 ng/L, na iztoku pa 10,6 in 10,8 ng/L. Analita sta posebna predvsem zaradi velike 
afinitete do vezave na suspendirane trdne delce v odpadni vodi in aktivno blato v ČN. V 
študiji, ki je preučevala vsebnost analitov vezanih na trdne delce, so ugotovili, da je bilo več 
kot 50 % skupne mase verapamila in norverapamila v vtoku vezane na trdne delce. S tem so 
dokazali, da lahko študije, ki merijo vsebnost le v vodni fazi, podcenjujejo skupno 
obremenitev takih analitov (24).  
Diazepama, nordiazepama in oksazepama nismo izmerili v nobenem vzorcu. Nordiazepam 
in oksazepam smo sicer zaznali v nekaj vzorcih, diazepama pa v nobenem. Tudi v literaturi 
so bili vsi trije izmerjeni v nizkih koncentracijah, kar je pravzaprav nekako pričakovano ob 
upoštevanju nizkih odmerkov teh zdravil, kljub njihovi pogostnosti predpisovanja. 
Oksazepam je pogosto prisoten v večji koncentraciji od diazepama, kar je prav tako 
pričakovano, saj je oksazepam tudi metabolit številnih drugih benzodiazepinov (13, 14, 24, 
34, 46). Tudi tamoksifena in njegovih metabolitov 4-hidroksitamoksifena in endoksifena 
nismo izmerili v nobenem vzorcu. 4-hidroksitamoksifen je bil zaznan v vseh vzorcih, 
endoksifen pa v nobenem. Rezultati so sicer primerljivi z ostalimi študijami, kjer so prav 
tako le redko ugotovili merljivo vrednost v odpadnih vodah (19, 54). 
Fluoksetina, norfluoksetina, risperidona in paliperidona nismo zaznali v nobenem vzorcu, 
kar je pričakovano in primerljivo z ostalimi študijami. Fluoksetin in norfluoksetin sta sicer 
v njih pogosto vključena, vendar le redko izmerjena v nizkih koncentracijah. Danes se 
fluoksetin praktično ne uporablja več, saj so ga nadomestili novejši in varnejši predstavniki 
iz skupine SSRI (22, 34, 50-52). Po drugi strani sta risperidon in paliperidon zelo redko 
preučevana v odpadnih vodah. Paliperidon so do sedaj v zelo nizkih koncentracijah izmerili 
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le v dveh študijah (34, 46). Zanimivo je, da so ga v ZDA izmerili tudi v površinski (jezeru) 
in pitni vodi, obakrat v koncentraciji 0,6 ng/L (34).  
Večina študij, ki so vključevale tudi naše izbrane metabolite (glejte Preglednico I v poglavju 
1.2.4), je preučevala manjše število analitov. Pogosto so izbrali eno ali dve ZU in nekaj 
njihovih metabolitov ali pa eno terapevtsko skupino ZU in njihove metabolite. Zelo redke 
študije so, tako kot naša, zajele širok spekter terapevtskih skupin. V naši študiji je imela 
večina analitov LOQ v nizkih koncentracijah med 1,3 in 50,0 ng/L. Le pet analitov je imelo 
LOQ bistveno večji, to so 4'-hidroksidiklofenak (125 ng/L), fluoksetin (281,25 ng/L), kofein 
(937,5 ng/L), 1,7-dimetilksantin (375 ng/L) in salicilna kislina (625 ng/L). Za 
4'-hidroksidiklofenak in fluoksetin smo v študijah zasledili nižji LOQ, in sicer 59 ng/L (6) 
in 50 ng/L (50). Za preostale tri pa v obstoječih študijah niso navedli vrednosti LOQ. Študije 
z manj analiti so imele pogosto nekoliko boljšo občutljivost (manjše vrednosti LOQ). Naš 
cilj je bil vključiti čim večji nabor analitov za čim boljši pregled materije, toda to je hkrati 
pomenilo, da pri tem nismo mogli doseči najboljše možne občutljivosti za posamične analite.  
Na podlagi izmerjenih koncentracij lahko ocenimo obremenitev slovenskih vod z ostanki 
ZU in metabolitov. Za kofein in njegov metabolit 1,7-dimetilksantin predvidevamo, da bi se 
lahko pojavila tudi v pitni vodi, kar so tudi potrdili v že omenjeni sorodni študiji. Iz 
izmerjenih koncentracij (14 ng/L za kofein in 4,7 ng/L za 1,7-dimetilksantin) so ob dveh 
predpostavkah, življenjski dobi 81 let in povprečnem vnosu pitne vode 2 L/dan, izračunali 
vseživljenjsko izpostavljenost človeka, ki je znašala manj kot 1 mg (42). Takšna količina ne 
predstavlja niti povprečnega dnevnega odmerka kofeina, zato lahko predpostavimo 
minimalno tveganje za človeka. Po drugi strani pa so vodni organizmi zaradi stalnega 
sproščanja v okolje konstantno izpostavljeni izmerjenim koncentracijam, ki so sicer precej 
manjše od tistih, ki naj bi izrazile toksične učinke (glejte tudi poglavje 1.3). Slednji so za 
večino analitov še relativno slabo raziskani, predvsem manjkajo podatki o kronični 
toksičnosti.  
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4.4.1   Ocena učinkovitosti odstranjevanja analitov iz odpadnih vod 
 
Na podlagi rezultatov, zbranih v Preglednici XIII, smo za vse tri ČN, iz katerih smo dobili 
tako vtočni kot iztočni vzorec, ocenili učinkovitost odstranjevanja posameznega analita. 
Slednjo smo opredelili kot razliko v koncentraciji analita na vtoku in iztoku ČN, izraženo v 
odstotkih. Izračunali smo jo z enačbo 1, rezultati pa so podani v Preglednici XV. V primeru, 
da sta bila za določen analit rezultata obeh vzorcev pod LOQ, učinkovitosti nismo mogli 
izračunati (označeno z nm). Prav tako je nismo izračunali za sedem analitov, ki niso bili 
zaznani v nobenem vzorcu (diazepam, nordiazepam, fluoksetin, norfluoksetin, risperidon, 
paliperidon in endoksifen). Če je bil eden od rezultatov merljiv, drugi pa pod LOQ, smo za 
slednjega upoštevali vrednost LOQ/2 tega analita, da smo lahko izračunali učinkovitost. Če 
je bil analit v vtočnem vzorcu zaznan, v iztočnem pa ne (nd), smo predpostavili popolno 
odstranitev (>99,0). 
 
Preglednica XV: Učinkovitost odstranjevanja posameznih analitov, izražena v odstotkih. 
Analit 
Učinkovitost odstranjevanja (%) 
ČN A ČN B ČN C 
oksazepam >99,0* nm nm 
diklofenak 69,4 -521,1 -542,9 
4'-hidroksidiklofenak nm nm nm 
enalapril 91,9 >99,0 >99,0 
enalaprilat -34,4 90,3 90,1 
karbamazepin 57,9 -81,3 -28,9 
likarbazepin nm nm nm 
kofein -19,5 89,5 88,0 
1,7-dimetilksantin 1,0 95,9 93,4 
ramipril nm >99,0* nm 
ramiprilat nm nm nm 
sulfapiridin nm nm nm 
N4-acetilsulfapiridin -6,0 72,4 78,3 
tamoksifen nm >99,0* >99,0* 
4-hidroksitamoksifen nm nm nm 
verapamil nm nm -5,6 
norverapamil 51,8 nm 54,1 
salicilna kislina -55,1 73,9 nm 
N4-acetilsulfametoksazol -34,1 nm 57,8 
* - analit je bil v vtočnem vzorcu zaznan, vendar pod vrednostjo LOQ 
nm - nemerljivo 
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Za večino analitov, za katere smo lahko ocenili učinkovitost odstranjevanja, so se 
koncentracije v iztočnih vzorcih zmanjšale v primerjavi z vtočnimi. Oksazepam, enalapril, 
ramipril in tamoksifen so imeli vse merljive vrednosti nad 90 %. Po drugi strani pa so imeli 
diklofenak, enalaprilat, karbamazepin, kofein, N4-acetilsulfapiridin, verapamil, salicilna 
kislina in N4-acetilsulfametoksazol vsaj eno merljivo vrednost negativno, kar pomeni porast 
koncentracije analita med procesom odstranjevanja v ČN. Ta pojav je možno razložiti z 
dekonjugacijo metabolitov II. faze, ki se med agresivnimi procesi odstranjevanja 
transformirajo nazaj v matično ZU ali metabolit I. faze. Druga možnost pa je, da se analiti 
sprostijo z drugega materiala, ki se med čiščenjem razgradi. Zanimivo je, da smo za nekatere 
naštete analite (enalaprilat, kofein, 1,7-dimetilksantin, N4-acetilsulfapiridin, salicilna 
kislina) ugotovili negativno vrednost v ČN A, medtem ko smo v ČN B in C ugotovili več 
kot 70 % odstranitev. Ob upoštevanju vrednosti vseh treh ČN izstopata predvsem dva 
analita – diklofenak in karbamazepin. Glavni vzrok za njune negativne vrednosti je verjetno 
dekonjugacija njunih konjugatov med procesi v ČN. Za oba so že dokazali, da sta težko 
razgradljiva in se relativno slabo odstranjujeta iz odpadne vode. Enako velja tudi za njuna 
metabolita 4'-hidroksidiklofenak in likarbazepin. S trenutno obstoječimi procesi 
odstranjevanja se v povprečju odstrani le 30 do 70 % diklofenaka (4, 7). Še bolj obstojen je 
karbamazepin, ki ima pogosto negativno učinkovitost odstranjevanja (10, 36) in ga 
uporabljajo tudi kot marker oziroma označevalec za splošno onesnaženost voda (42).  
Poudariti moramo, da so zgornji zaključki zgolj ocene. Koncentracije analitov v odpadni 
vodi stalno nihajo in so močno odvisne od različnih dejavnikov, kot sta na primer količina 
padavin in letni čas. Nihanja omejimo z ustreznimi tehnikami vzorčenja. Trenutno odvzeti 
vzorci so najmanj reprezentativni, saj celoten volumen vzorca zajamemo v eni časovni točki. 
V naši študiji sta bila na ta način zajeta iztočna vzorca v ČN G in H. Ostale vzorce so v ČN 
zbirali časovno proporcionalno 24 ur, tako da so vsake pol ure zajeli določen volumen 
odpadne vode. Tako smo se izognili znotrajdnevnim nihanjem. Še boljše bi bilo pretočno 
proporcionalno 24-urno vzorčenje, s katerim bi omejili tudi vpliv padavin. Ob vzorčenju je 
treba upoštevati tudi hidravlični zadrževalni čas odpadne vode v ČN (44). Če bi želeli priti 
do bolj reprezentativnih rezultatov in omejiti vpliv nihanj koncentracij, bi morali torej 
analizirati večje število vzorcev odpadne vode in jih zajeti v daljšem časovnem obdobju z 
najboljšimi tehnikami vzorčenja.  
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Iz podatkov v Preglednici XV, kjer smo učinkovitost odstranjevanja izračunali za vsak analit 
posebej, težko na splošno ocenimo uspešnost odstranjevanja analitov v izbranih ČN. Zato 
smo izmerjene koncentracije analitov razdelili v štiri skupine (nd, <LOQ, <100 ng/L in 
>100 ng/L) in grafično prikazali njihov delež v posamezni skupini za vseh šest vzorcev. Iz 
tortičnih diagramov, prikazanih na Sliki 7, vendarle lahko vidimo trend zmanjšanja 
koncentracij v iztočnih vzorcih, napram vtočnim, za vse štiri skupine. Zlasti to velja za 
analite v skupini z najvišjimi koncentracijami (>100 ng/L; obarvani vijolično). V iztočnem 
vzorcu ČN C noben analit ne preseže koncentracije 100 ng/L, v ČN A in B pa se delež 
koncentracij nad 100 ng/L izrazito zmanjša. Pri ČN B in C opazimo tudi padec deleža 
merljivih koncentracij na račun povečanja deleža koncentracij pod mejo določitve ali 
zaznavnosti. Če primerjamo vse tri ČN med seboj, opazimo pri ČN A izrazito manjše 
spremembe deležev med vtokom in iztokom, kot pri ČN B in C. Glede na stopnjo čiščenja 
posamezne ČN (ČN A - sekundarna, ČN B - primarna in ČN C - terciarna), bi pričakovali 
drugačne rezultate, saj naj bi se učinkovitost odstranjevanja večala od primarne k terciarni 
stopnji. Kot smo že omenili, je verjetno razlog za to odstopanje v majhnem številu 
analiziranih vzorcev.  
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Slika 7: Grafični prikaz učinkovitosti odstranjevanja analitov v ČN A, B in C, na podlagi izmerjenih 
koncentracij v vtočnem in iztočnem vzorcu posamezne ČN.   
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5   SKLEPI 
 
- Metodo za merjenje vsebnosti metabolitov ZU, pogosto prisotnih v slovenskih odpadnih 
vodah, smo uspešno razvili, optimizirali in ovrednotili. Potrdili smo njeno zanesljivost 
in visoko občutljivost. Z metodo lahko sočasno analiziramo 26 analitov, od tega 15 
metabolitov. 
 
- Metodo smo uporabili na dvanajstih vzorcih odpadnih vod (treh vtočnih in devetih 
iztočnih), vzorčenih v devetih komunalnih ČN iz več slovenskih regij. Od skupno 26 
analitov smo jih 12 zaznali v vseh vzorcih, medtem ko jih 5 nismo zaznali v nobenem. 
Če upoštevamo samo metabolite, smo jih od skupno 15, kar 9 zaznali v vseh vzorcih, 
12 pa vsaj v enem vzorcu. V največjih povprečnih koncentracijah smo tako v vtočnih 
kot iztočnih vzorcih izmerili kofein, 1,7-dimetilksantin in salicilno kislino. 
 
- Za večino analitov, za katere smo lahko ocenili učinkovitost odstranjevanja, so se 
koncentracije v iztočnih vzorcih zmanjšale v primerjavi z vtočnimi. Le za diklofenak in 
karbamazepin smo ugotovili slabo ali celo negativno učinkovitost odstranjevanja, ki je 
lahko posledica dekonjugacije njunih konjugatov med procesi odstranjevanja v ČN.  
 
- Glede na naše trenutno vedenje o načinu delovanja in učinkovitosti izbranih analitov 
sklepamo, da izmerjene koncentracije v iztokih ČN ne predstavljajo neposrednega 
tveganja za človeka. Drugače je pri vodnih organizmih, ki so stalno izpostavljeni tem 
koncentracijam in tako podvrženi nalaganju ostankov analitov v tkivih in njihovim 
toksičnim učinkom. Slednji so še relativno slabo raziskani, predvsem manjkajo podatki 
o kronični izpostavljenosti.  
 
- Ob ocenjevanju škodljivih učinkov na okolje se zavedamo omejitve naše študije, da smo 
se osredotočili le na metabolite ZU. Slednji so le delček v mozaiku človeškega 
obremenjevanja okolja, saj med procesi odstranjevanja nečistot iz odpadnih vod v ČN 
nastajajo tudi številni transformacijski produkti. Prav tako bi za celostno sliko 
obremenitve okolja z metaboliti morali preveriti njihove koncentracije v vseh vodah, 
vendar smo se zaradi preobsežnosti take študije osredotočili le na odpadne vode.  
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